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Resumo
As doenças cardiovasculares são a principal causa demorte nomundo, sendo 85% delas de-
vido à acidentes vasculares cerebrais e infartos agudos do miocárdio (IAM). O IAM atinge
pessoas de todas as idades e o diagnóstico preciso e tratamentos médicos adequados são
fundamentais para aumentar a taxa de sobrevivência. Este trabalho de doutorado envol-
veu o estudo da imobilização de diferentes gerações de dendrímeros PAMAM(G3, G4 e G5)
na construção de um imunossensor baseado em ressonância de plásmons de superfície
(SPR) visando o diagnóstico de quadros iniciais de IAM, utilizando o biomarcador tropo-
nina T. O melhor desempenho do imunossensor foi obtido utilizando os dendrímeros PA-
MAM(G4) 0,1 mmol L−1 , combinados à monocamada auto-organizada (SAM) de ácido
3-mercaptopropiônico (MPA - 1,0 mmol L−1 ). Os anticorpos de captura (20 µg mL−1 )
foram imobilizados sobre os dendrímeros e os sítios não-específicos presentes no imunos-
sensor foram bloqueados com BSA (30 µg mL−1 ) e etanolamina (1,0mol L−1 pH 8,5) por 5
minutos. O valor de KD estimado (8,3 x 10−7 mol L−1 ) sugere uma elevada afinidade entre o
anticorpo de captura empregado e a biomarcador, favorecendo umamaior detectabilidade.
Estudos de repetibilidade indicaram uma boa precisão do imunossensor desenvolvido com
desvio padrão relativo menor que 10%. A regeneração dos sítios de ligação dos anticorpos
de captura foi realizada utilizando tampão acetato de sódio 0,01mol L−1 pH 4,8 com 0,1%
de Tween 20, permitindo a reutilização do imunossensor por mais uma vez. Os resultados
mais promissores para o imunossensor proposto foram obtidos utilizando o ensaio "san-
duíche", empregando dois tipos de anticorpos secundários: monoclonais, com faixa de res-
posta de 5,0 − 300 ng mL−1 e LOD de 3,6 ng mL−1 e policlonais, com faixa de resposta de
3,0 − 30 ng mL−1 e LOD de 0,98 ng mL−1 , ambos com um tempo de resposta de aproxi-
madamente 30 minutos. Esses valores de LOD são muito próximos aos valores encontrados
na corrente sanguínea de pacientes com quadros iniciais de IAM, podendo o imunossensor
desenvolvido, ser empregado para este diagnóstico. A aplicação do imunossensor foi rea-
lizada em amostras de soro humano de pacientes saudáveis, por meio da recuperação de
troponina T adicionada à matriz (88% a 104%), indicando resultados confiáveis nessa de-
terminação. Outra aplicação foi realizada em amostras de pacientes com quadros iniciais
de IAM, em que o valor obtido pelo imunossensor indicou resultados próximos ao método
de imunoensaio por eletroquimioluminescência (ECLIA). Assim, os resultados obtidos neste
trabalho de tese são substanciais para a contribuição no diagnóstico rápido de quadros ini-
ciais de IAM, bem como no desenvolvimento de novasmetodologias sensíveis à troponina T
com custos reduzidos.
Abstract
Cardiovascular diseases are the number one cause of death in the world, 85% of them due to
strokes and acute myocardial infarctions (AMI). AMI affects people of all ages, and accurate
diagnosis and appropriatemedical treatments are critical to increasing the survival rate. This
doctoral work involved the study of the immobilization of different generations of PAMAM
dendrimers (G3, G4, andG5) in the construction of an immunosensor based on surface plas-
mon resonance (SPR) aiming at the diagnosis of early AMI using troponin T biomarker. The
best performance of the immunosensor was obtained using the 0.1mmol L−1 PAMAM(G4)
dendrimers, combined with the self-assembled monolayer (SAM) of 3-mercaptopropionic
acid (MPA - 1.0 mmol L−1 ). The capture antibodies (20 µg mL−1 ) were immobilized over
dendrimers, and the non-specific sites in immunosensor were blocked with BSA
(30 µg mL−1 ) and ethanolamine (1.0 mol L−1 pH 8.5) for 5 minutes. The value of KD es-
timated (8.3 x 10−7 mol L−1 ) suggests a high affinity between the capture antibody and the
biomarker, favoring higher detectability. Repeatability studies indicated a good precision
of the immunosensor developed with a relative standard deviation of less than 10%. The
regeneration of the capture antibody binding sites was performed using 0.01 mol L−1 pH
4.8 sodium acetate buffer with 0.1% Tween 20, allowing the reuse of the immunosensor for
one more time. The most promising results for the proposed immunosensor were obtained
using the "sandwich"assay, employing two types of secondary antibodies: monoclonal, with
a response range of 5.0 − 300 ng mL−1 and LOD of 3.6 ng mL−1 and polyclonal, with
a response range of 3.0 − 30 ng mL−1 and LOD of 0.98 ng mL−1 , both with a response
time of approximately 30 minutes. These LOD values are very close to the values found in
the bloodstream of patients with initial AMI, and the immunosensor can be used for this
diagnosis. The immunosensor application was performed in human serum samples from
healthy patients, by recovering troponin T added to the matrix (88% to 104%), indicating
reliable results at this determination. Another application was carried out on a sample of
patients with an initial AMI condition, in which the recovered value by the immunosensor
agrees with the electrochemiluminescence immunoassay method (ECLIA). Thus, the results
obtained in this thesis work are substantial for the contribution in the rapid diagnosis of
early AMI, as well as in the development of new methodologies sensitive to troponin T with
reduced costs.
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1.1 Doenças cardiovasculares e as Troponinas
As doenças cardiovasculares (DC) estão entre as maiores causas de morte (30%)
no mundo e são um dos grandes problemas de saúde emergentes. De acordo com a Orga-
nização Mundial da Saúde (OMS), aproximadamente 18 milhões de pessoas morrem todos
os anos acometidos por essas doenças, sendo 75% dessas mortes em países de renda média
e baixa. Apesar dos inúmeros avanços na prevenção, detecção e tratamento precoce des-
sas doenças, há ainda indicativos de que esses números de óbitos continuarão aumentando
e, até 2030, aproximadamente 23,5 milhões de pessoas morrerão, todos os anos, devido às
doenças cardiovasculares [1–4].
No Brasil, as doenças cardiovasculares representam um importante problema de
saúde pública, com altas taxas de mortalidade. A cada 100 mil brasileiros, 183 são afetados
por algumaDC, correspondendo a aproximadamente 385milmortes por ano. Essa realidade
pode estar relacionada amudança da estrutura etária da população, bem como ao aumento
da exposição a fatores de risco como sedentarismo, consumo de alimentos gordurosos, ta-
bagismo, obesidade e dificuldade de acesso a serviços de saúde [5,6].
A doença arterial coronariana (DAC) é provavelmente a forma mais comum de
DC e ocorre quando as artérias que fornecem sangue ao coração (coronárias) são obstruídas.
Essa obstrução pode ser por formação de depósitos de gordura no interior da artéria (ate-
rosclerose). Uma das formas, com risco de vida, de síndromes coronarianas agudas (sinais e
sintomas relacionados a essa obstrução), é o infarto agudo do miocárdio (IAM), conhecido
popularmente como ataque cardíaco [7,8].
O IAM ocorre quando parte do músculo cardíaco é danificado devido à falta de
fornecimento de sangue, visto o entupimento da artéria coronária. Dependendo do tempo
de duração do IAM e da importância da artéria comprometida, o não recebimento de oxigê-
nio pode comprometer totalmente o funcionamento domúsculo, causando danos irreversí-
veis e levando à insuficiência cardíaca. Dos danos no coração, 85% progridem nas primeiras
horas, sendo o diagnóstico rápido e preciso de suma importância para prevenir e atenuar a
progressão, promovendo um tratamento médico adequado e aumentando a taxa de sobre-
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vivência [8–10].
O diagnóstico de um IAMera, originalmente, considerado fatal. Somente a partir
de 1912 que esse conceito mudou, quando James Bryan Herrick, médico norte-americano,
descreveu os sintomas de um IAM e demonstrou que eles eram causados por um entupi-
mento na artéria coronária. A dor no peito (angina) é uma das causas mais frequentes de
busca por atendimento médico, entretanto, nem sempre pode estar relacionada à síndrome
coronariana aguda. Os sintomas de um IAM podem ainda se relacionar a dores irradiadas
para mandíbula, costas, pescoço e braço, provocando ainda falta de ar. O diagnóstico, atu-
almente, é feito por meio de exame físico, levando em consideração os sintomas citados,
histórico clínico, eletrocardiogramas (ECG) e ainda exames de sangue, radiografia do tórax e
ecocardiogramas [8,11–14].
O ECG é um dos métodos mais utilizados no diagnóstico de IAM e, embora seja
o teste recomendado, a sensibilidade ainda é um problema, uma vez que cerca de 70% dos
pacientes admitidos em hospitais com síndromes coronarianas agudas, apresentam leituras
normais de ECG. Um ECG fornece a representação gráfica da atividade elétrica do músculo
cardíaco e pode-se observar se o ritmo cardíaco está normal, ou seja, se está se movimen-
tando corretamente, sendomuito útil para identificar arritmias, presença de isquemia aguda
ou de alguma má formação cardíaca. Entretanto, um ECG representa a atividade cardíaca
em um únicomomento, a interpretação dos resultados é subjetiva, dependendo de achados
precisos no padrão e, não é útil para todos os pacientes uma vez que algumas pessoas po-
dem já apresentar alterações em certos segmentos [8, 11]. Para superar esses problemas, a
estratégia mais segura no diagnóstico de um IAM é o uso de biomarcadores cardíacos.
Os biomarcadores cardíacos são indicadores biológicos que podem ser detecta-
dos em níveis elevados, quando comparados aos valores normais, no sangue após o início
ou com a progressão de um dano nomiocárdio. O primeiro estudo documentado do uso de
marcadores para detecção de IAM foi iniciado em1954 por LaDue e colaboradores [15,16] ao
relacionar o infarto com a atividade da enzima aspartato transaminase (AST). Mais tarde, foi
descoberto que a AST não é específica para alterações no músculo cardíaco e, logo, não era
adequada. Atualmente, é crucial que esses biomarcadores apresentem alta especificidade
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(sejam liberados apenas quando há dano cardíaco), liberação rápida para diagnóstico nas
primeiras horas do evento e possam ser quantificáveis, uma vez que o alto risco de erro no
diagnóstico pode resultar em fatalidades [2,8,11,17].
De ummodo geral, os biomarcadores cardíacos são liberados quando danos aos
miócitos ocorrem. Miócito é a principal célula do coração, e, quando este não pode mais
serem regenerados, devido à capacidade celular estar altamente danificada, as proteínas
marcadoras (mioglobina, creatina quinase, proteína C reativa e troponinas) são liberadas
na corrente sanguínea, com proteínas do citoplasma saindo mais rapidamente que as da
membrana celular [11].
Na década de 70, os biomarcadores mais conhecidos e utilizados eram as en-
zimas lactato desidrogenase (LD1) e creatina quinase (CK), sendo esta última ainda usada
atualmente, e a mioglobina. A LD1 aumenta no sangue após 5 horas do início do IAM atin-
gindo ummáximo de concentração após 2 dias, entretanto, devido à falta de especificidade
foi substituída rapidamente pela CK. A CK é uma enzima liberada mais lentamente a partir
de 4-8 horas do início dos sintomas, tendo ummáximo de concentração após 24 horas.
A mioglobina, por sua vez, é uma pequena proteína globular transportadora de
oxigênio, muito abundante nomúsculo cardíaco e liberada precocemente, 1 a 2 horas após a
angina. Entretanto, o pico demioglobina no sangue ocorre 3-8 horas após o início do IAM, o
que dificulta o diagnóstico. Com a disponibilidade de ensaios para as isoenzimas da CK, os
testes commioglobina foram abandonados. A isoenzima MB (CK-MB), por exemplo, é rela-
cionada diretamente aomúsculo cardíaco e foi por muitos anos considerada o biomarcador
padrão no diagnóstico de IAM [8,11,18].
Como avanço dos estudos percebeu-se que nenhumbiomarcador até então ava-
liado atendia todas as características para ser utilizado no diagnóstico preciso de um IAM.
Na década de 80, os primeiros ensaios com outras proteínas cardíacas, denominadas tropo-
ninas, foram realizados [19,20]. Essas proteínas são, até hoje, os biomarcadores que melhor
fornecem informações precisas a respeito de um IAM.
As troponinas são um complexo proteico regulador localizado nas fibras muscu-
lares estriadas cardíacas, sendo suas subunidades a troponina C (18 kDa), componente de
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ligação do cálcio; a troponina I (24 kDa), componente de inibição da contração muscular; e
a troponina T (35 kDa), componente de ligação à tropomiosina, atuando na contraçãomus-
cular. Diferente da troponina C, que pode ser encontrada em outros músculos, as troponina
T (cTnT) e I (cTnI) só são encontradas nas fibras cardíacas e, por isso, são biomarcadores
cardioespecíficos.
Pequenas quantidades de troponina livres, aproximadamente 7% da cTnT e 4%
da cTnI, estão presentes no citoplasma, enquanto o restante permanece ligado à fibra. Du-
rante um IAM, com a necrose dos miócitos, após 2-4 horas do início, tanto as troponinas
citoplasmáticas quanto às ligadas são liberadas rapidamente para a corrente sanguínea, po-
dendo ser mensuradas após esse período. As concentrações de troponina permanecem ele-
vadas na corrente sanguínea até 10 dias após o evento, o que é bem útil no diagnóstico de
pacientes com sintomas tardios de IAM [2,21–24].
Os tempos de liberação e desaparecimento dos principais biomarcadores cardía-
cos podem ser vistos na Figura 1.1. Pode-se notar que além da especificidade das troponi-
nas, a concentração delas após algumas horas é considerável para a quantificação, sendo a
troponina T liberada em concentrações ligeiramente maiores que a I e, portanto, ideal no
diagnóstico preciso de um IAM.
Muitos métodos têm sido utilizados para a detecção e quantificação de tropo-
nina, mas a grande maioria se baseia em imunoensaios. Esses ensaios utilizam a especifi-
cidade de anticorpos em uma reação imunológica, para reconhecer um analito qualitativa
e quantitativamente. Dentre eles, destacam-se o ensaio imunoadsorvente ligado à enzima
(ELISA), os testes eletroquímicos, imunoensaios quimioluminescentes e a ressonância de
plásmons de superfície (SPR), todos utilizando de biossensores para tal detecção [2, 8, 25].
Os biossensores que utilizam a afinidade de antígenos e anticorpos para reconhecer e quan-
tificar um analito de interesse, recebem uma denominação própria: imunossensores.
1 - Introdução Geral e Objetivos 25
Figura 1.1: Tempo de liberação dos principais biomarcadores cardíacos e as concentrações máxi-
mas encontradas. Na parte superior, liberação de troponinas cardíacas das fibras cardíacas e do
citoplasma dos miócitos para a corrente sanguínea. Valores de referência situam-se entre 0,1 e 1,0
ng mL−1
1.2 Imunossensores
Um imunossensor é umbiossensor de afinidade baseado emuma reação imuno-
lógica, que explora a capacidade do anticorpo (Ac) em reconhecer o antígeno (Ag ) mesmo
em uma matriz complexa, convertendo a energia gerada nessa interação (Ag − Ac) em um
sinal mensurável pelo transdutor. Esse sinal é então transportado pelo comunicador até
o instrumento apropriado de aquisição e processamento de dados. A interação Ag − Ac
caracteriza-se pela constante de afinidadeKA (κA/κD ) definida pelas concentrações do com-
plexo (Ag − Ac), do antígeno não-ligado (Ag ) e dos sítios livres dos anticorpos (Ac) no equi-
líbrio, de acordo com as equações:
Ag + Ac κaκd Ag − Ac
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e
KA = [Ag−Ac][Ag ][Ac]
sendo que valores de KA entre 104 e 1012 L mol−1 resultam da alta afinidade dos imunoen-
saios [26–29]. Comocritério de comparação, o valor deKA para os complexos estreptavidina-
biotina são da ordem de 1015 L mol−1, uma das maiores afinidades entre proteínas existen-
tes [30].
A primeira observação no uso de componentes imunológicos como agentes sen-
sores foi descrita em 1959 por Yalow e Berson [31] como um imunoensaio para detecção de
insulina emplasma humano, introduzindo a ideia de usar anticorpos em sensores químicos.
Já a imobilização de anticorpos em uma superfície só foi realizada em 1967 por Catt e cola-
boradores [32]. A partir de então, diferentes estratégias continuaram a ser exploradas para
abordar a interação antígeno-anticorpo, destacando o imunoensaio mais conhecido e em-
pregado, o ELISA. Entretanto, este imunoensaio apresenta um longo processo de preparo,
com diversas etapas de análise, tanto de complexação do antígeno e anticorpo (incubação)
quanto de lavagens e adições de reagentes. O imunossensor é, portanto, uma ferramenta
alternativa, sensível e seletiva, para substituir os imunoensaios tradicionais [33].
A interação Ag-Ac envolve ligações não-covalentes entre as moléculas (intera-
ções eletrostáticas, hidrofóbicas, ligações de hidrogênio e forças de Van derWaals), demodo
que só moléculas com o epítopo esperado ou muito similar (reatividade cruzada) se ligam
ao anticorpo. Epítopo é a parte do antígeno que se liga ao anticorpo, podendo um antígeno
(macromoléculas, por exemplo) conter vários epítopos iguais (multivalente) ou diferentes
(multideterminado) [34, 35]. Porém, em um imunossensor, o anticorpo utilizado também
deve ser cautelosamente estudado, uma vez que suas características afetarão diretamente
essa interação.
O termo anticorpo foi usado pela primeira vez em 1891 por Paul Ehrlich e desde
então, diversas descobertas e aplicações têm sido feitas. Os anticorpos são proteínas circu-
lantes, conhecidos por imunoglobulinas (Ig, proteínas imunes), e existem em cinco classes:
imunoglobulina G (IgG), M (IgM), A (IgA), D (IgD) e E (IgE) nos mamíferos, sendo que cada
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classe possui diferenças em suas estruturas e funções específicas. A principal classe de an-
ticorpo presente no soro é IgG, sendo este, o mais bem definido em termos de estrutura e
função, e o mais empregado como agente reconhecedor em imunossensores [34,36].
Umanticorpo IgGpossui umaestrutura simétrica, representado emY, comopode
ser visto na Figura 1.2, consistindo em três unidades, sendo duas idênticas entre si e que par-
ticipamda ligação ao antígeno segmento Fab (fragmento de ligação do antígeno) e umapor-
ção Fc (fragmento cristalizável). Essas unidades constituem-se, respectivamente, de duas
cadeias leves ( 25 kDa) e duas cadeias pesadas ( 50 kDa), as quais são ligadas entre si por li-
gações dissulfeto. Ambas cadeias possuem uma região aminoterminal variável (V ) que par-
ticipa da interação com o antígeno e uma região carboxiterminal constante.
A região V da cadeia pesada é justaposta a região V da cadeia leve formando o lo-
cal de ligação como antígeno (paratopo), sendo que cada anticorpo possui dois desses locais
de ligação. A região constante é separada do local de ligação e não participa ativamente do
reconhecimento, interagindo com outras moléculas e células [34–36]. Deste modo, é prefe-
rencial realizar a imobilização dos anticorpos nos imunossensores pelo segmento Fc, permi-
tindo uma orientação adequada, de forma que os locais de ligação com o antígeno estejam
disponíveis para a interação. Caso a imobilização ocorra de forma aleatória, pode ocorrer
uma perda da seletividade do imunossensor, uma vez que os segmentos Fab podem estar
parcialmente disponíveis para interagirem com o antígeno.
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Figura 1.2: Diagrama esquemático de um anticorpo IgG (Adaptado da Encyclopedia Britannica, Inc.).
As letras H e L significam pesada e leve, respectivamente (do inglês heavy e light).
A compreensão da estrutura do anticorpo forneceu percepções importantes a
respeito da função e dos tipos de anticorpos, sendo eles policlonais e monoclonais. Os po-
liclonais são formados por uma mistura de imunoglobulinas cada uma específica para um
epítopo do antígeno, já os monoclonais são formados por um único tipo de imunoglobu-
lina, ligando-se a um único epítopo do antígeno. Assim, os monoclonais possuem uma alta
especificidade e menor probabilidade de reatividade cruzada, já que se ligarão a um único
epítopo do antígeno. Os policlonais, entretanto, podem se ligar a diferentes epítopos do
mesmo antígeno, bem como a epítopos de outros antígenos, tendo uma maior capacidade
de detecção, mas uma menor especificidade. A escolha do tipo de anticorpo dependerá do
emprego do imunossensor a ser desenvolvido [34–37].
Onúmerode trabalhos com imunossensores teve um importante crescimentona
última década. Muito provavelmente, um dos fatores que contribuiu fortemente para isto,
está relacionado à facilidade de se obter anticorpos dos mais variados tipos, uma vez que
muitas empresas passaram a comercializar tais produtos, facilitando o emprego na pesquisa
e na construção de imunossensores.
Para a construção de um imunossensor émuito importante escolher a estratégia
1 - Introdução Geral e Objetivos 29
de imobilização do anticorpo ou do antígeno (quando o anticorpo é detectado), bem como o
formato do imunoensaio (competitivo ou sanduíche) e o método de detecção (direto ou in-
direto). Outro ponto a ser considerado é obloqueio da superfície emque antígeno/anticorpo
foi imobilizado, com proteínas como o BSA (estável e não reativa) ou moléculas menores,
como a etanolamina, que se ligará a sítios não-específicos evitando adsorções inespecíficas.
Demaneira geral, emumensaio direto, a respostamonitorada é relacionada ape-
nas ao analito de interesse, sem a necessidade de usar outros anticorpos oumarcadores para
gerar ou amplificar o sinal analítico. Entretanto, algumas vezes, faz-se necessário usar outras
proteínas, marcadas ou não, para amplificar o sinal do ensaio direto oumesmo para realizar
a determinação, uma vez que a interação antígeno-anticorpo não pode ser observada. Esse
é o caso, por exemplo, dos imunossensores amperométricos, que utilizam um anticorpo se-
cundário (ensaio "sanduíche") marcado com uma enzima: o sinal de corrente observado é
devido à ação enzimática e, logo, é relacionado à concentração do analito de interesse, uma
vez que só haverá anticorpo secundário marcado quando houver o analito alvo [26]. Entre-
tanto, a escolha desse anticorpo secundário deve ser criteriosa quanto a região de ligação
à proteína de interesse. Tal região de interação não deve ser próxima a região de ligação
do anticorpo de captura à proteína, para que não haja impedimentos estéricos entre essas
ligações, diminuindo a sensibilidade do ensaio.
A Figura 1.3 exemplifica a diferença entre os ensaios direto e "sanduíche". O
anticorpo secundário empregado pode ser adicionado sobre o imunossensor após este inte-
ragir com o analito alvo ou, interagir previamente com o analito e, ambos já ligados, serem
adicionados sobre o imunossensor. Essa estratégia é amais empregada em imunossensores,
apresentando elevada sensibilidade. Entretanto, requer uma quantidademaior de anticorpo
e é dependente do reconhecimento de diferentes epítopos do antígeno, o que pode ser solu-
cionado empregando anticorpos monoclonais e policlonais diferentes.
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Figura 1.3: Representação esquemática de uma detecção direta e de uma detecção indireta utilizando
o imunoensaio "sanduíche". As interações representadas entre antígeno e anticorpo são ilustrativas.
Uma forma de garantir maior seletividade nos imunossensores é por meio da
imobilização adequada do anticorpo, como já mencionado anteriormente. Essa imobiliza-
ção deve ser feita de forma a propiciar que a região Fab do anticorpo esteja disponível para a
interação. Algumasmacromoléculas podem ser utilizadas para realizar tal orientação, como
as proteínas A e G, e os dendrímeros, que irão se ligar a região Fc do anticorpo e a superfície
do eletrodo. Essa superfície é previamente funcionalizada, por exemplo, com monocama-
das auto-organizadas pelosmétodos de Langmuir-Blodgett ou via tiocompostos como ácido
3-mercaptopropiônico (MPA) ou ácido undecanoico (MUA) [26]. Algumas dessas formas são
mais eficientes que outras, dependendo do material no qual o anticorpo será depositado,
bem como, do transdutor empregado.
Quando a superfície do eletrodo é condutora, como a do ouro, pode-se realizar
essa imobilização por meio de ligantes adequados como os alcanotióis, que possuem gru-
pos aminos ou carboxílicos terminais. O grupo tiol realiza uma forte ligação com superfície
de ouro, formando uma SAM, que proporciona a exposição dos grupos aminos ou carboxíli-
cos. Esses grupos devem ser ativados por meio do uso de agentes de acoplamento, como o
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cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida (EDC) e N-hidroxissuccinimida
(NHS) para então serem ligados a proteínas, como os anticorpos [26, 38]. Apesar da infini-
dade de combinações e materiais possíveis de serem utilizados, a seguir serão detalhados
dois tópicos relevantes para a construção do imunossensor desenvolvido neste trabalho: as
monocamadas auto-organizadas e o uso de dendrímeros.
1.2.1 Monocamadas auto-organizadas - SAM
A formação da SAM é um dos métodos mais convenientes, simples e versáteis
paramodificar uma superfície de interesse. Essa formação requer a adsorção emuma super-
fície seguida da organização espontânea ordenada, promovendo um elevado recobrimento.
Em substratos sólidos, Blodgett [39] fez o primeiro estudo envolvendo deposição de ácidos
carboxílicos de cadeia longa. Já pesquisas envolvendo a auto-organização em uma superfí-
cie foram desenvolvidas após 1946 [40], mas somente no início da década de 80 [41] é que a
definição de "monocamadas auto-organizadas" foi proposta [42,43].
As moléculas que podem ser utilizadas para a formação de uma SAM são tipica-
mente compostas por três partes: um grupo A, que se liga à superfície; uma espinha dorsal,
feita de uma cadeia alifática, responsável pela organização molecular; e um grupo B termi-
nal que determina a energia superficial e a química da interface externa (Figura 1.4). Nesse
ponto, SAM de alcanotióis têm despertado o interesse ao longo dos anos, uma vez que os
filmes são fáceis de preparar e possuem elevada organização. Esses filmes podem ser pre-
parados à temperatura ambiente por imersão do substrato em uma solução diluída por um
determinado tempo [43–45].
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Figura 1.4: À esquerda, esquema de moléculas alifáticas auto-organizadas sobre superfície metálica,
destacando os três componentes principais e, à direita, SAMdo 3-MPAno seu estado final organizado
sobre a superfície de ouro.
Diversos estudos já foram realizados com SAM de alcanotióis, especialmente
com o 3-MPA e ácido 11-mercaptoundecanoico (11-MUA) [44, 46–48]. Apesar das contro-
vérsias existentes na literatura sobre a dinâmica do processo de formação das SAM de al-
canotióis, como as duas citadas, sobre a superfície de ouro, já é bem estabelecido que o
processo ocorre principalmente devido à elevada afinidade de ligação entre o grupo tiol e
ouro. Além disso, as interações entre as moléculas de alcanotióis conferem a monocamada
uma estabilidade maior que unidades individuais adsorvidas à superfície [44].
No cenário atual, o uso de SAM para funcionalização de superfícies metálicas já
é bem estabelecido e aspectos práticos e fundamentais podem ser encontrados em diversos
artigos e capítulos na literatura. Além disso, o uso de alcanotióis para formação de SAM é
um dos principais métodos empregados na construção de biossensores baseados em SPR,
devido à características vantajosas, já mencionadas, de utilização dos grupos terminais na
imobilização de biomoléculas [49–51]. Entretanto, mesmo com o uso da SAM, a qual con-
siste em um sistema de duas dimensões, a sensibilidade do biossensor pode ser limitada,
dependendo da finalidade dos ensaios. Neste contexto, outros elementos de ancoramento
de biomoléculas podem ser utilizados para melhorar a resposta, como os dendrímeros.
1.2.2 Dendrímeros
Dendrímeros sãomacromoléculas que possuemuma arquitetura tridimensional
altamente ramificada e são bem definidos em tamanho, mimetizando a estrutura de bioma-
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cromoléculas com cavidades internas e inúmeros grupos terminais na superfície [52, 53].
Essas macromoléculas são compostas por três domínios distintos: o núcleo, a ramificação
e os grupos funcionais periféricos. E são exatamente os grupos periféricos que conferem as
propriedades mais significantivas dos dendrímeros .
Dentre as características mais vantajosas dessas macromoléculas estão a geo-
metria globular, tamanho controlado, hidrofilicidade, elevada funcionalidade da superfície
e alta estabilidade química, apresentando-se como plataformas ideais para a biofunciona-
lização de sensores. Especificamente, suas arquiteturas tridimensionais de tamanho nano-
métrico proporcionam ummaior controle da etapa de imobilização, preservando a funcio-
nalidade dos grupos terminais [53,54].
A elevada estabilidade e a versatilidade dos dendrímeros possibilitaram a síntese
de estruturas completamente ordenadas em torno do núcleo por meio de diferentes gera-
ções, as quais além de diferentes tamanhos, definem os grupos terminais, a solubilidade, a
morfologia e a flexibilidade dessas macromoléculas. Dentre as diversas moléculas já sinteti-
zadas, destaca-se a família dos dendrímeros derivados de poliamidoamina (PAMAM), como
pode ser visto na Figura 1.5. Essa classe de dendrímeros foi sintetizada pela primeira vez já
na segunda metade da década de 80 [55], por meio de uma sequência de adição de acrilato
de metila (adição de Michael) sobre um núcleo diamino, seguido por amidação com etile-
nodiamino. A cada camada obtida surge uma nova geração (Figura 1.5), com crescente peso
molecular, diâmetromaior e como dobro de grupos reativos na superfície. Assim, por exem-
plo, o PAMAM(G3) (36 Å) possui 32 grupos amino terminais, o PAMAM(G4) (45 Å) possui 64
grupos e o PAMAM(G5) (54 Å) 128 grupos amino terminais [53,56–58].
O tamanho dos dendrímeros PAMAM varia de 10 Å a 130 Å, da geração zero (G0)
até a geração dez (G10) e, enquanto o diâmetro aumenta, aproximadamente, linearmente
com a geração, o número de grupos funcionais aumenta exponencialmente. Por isso, na
parte externa, a distância entre os grupos funcionais e a flexibilidade diminui com a ge-
ração. A forma dos dendrímeros PAMAM também é afetada pela geração e, dendrímeros
menores, até a geração três (G3) possuem forma elíptica planar, enquanto que a partir da
geração quatro (G4), mais evidente a partir da geração cinco (G5), a forma torna-se esférica.
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Outra característica interessante é que as gerações menores são mais polares que as gera-
ções mais altas, chegando em uma condição que não podem mais ser sintetizadas, devido
ao impedimento estérico das ramificações [57,58].
Figura 1.5: Estrutura química de um dendrímero PAMAMde geração 3 (G3) com núcleo diamino e 32
grupos amino-terminais. As cores representam as diferentes gerações, evidenciando o aumento do
diâmetro. Reproduzido da referência [59] com permissão. Copyright (2020) JohnWiley and Sons.
Além das excelentes propriedades estruturais dos dendrímeros PAMAM, que o
tornam um material excelente para aplicação em biossensores, eles são passíveis de com-
binação com as SAM de alcanotióis, uma vez que uma matriz biofuncionalizada pode ser
construída sobre uma superfície de ouro. Uma abordagem interessante é a imobilização do
alcanotiol seguido do acoplamento com as aminas terminais do PAMAM via EDC/NHS, o
que promove a formação de um filme funcionalizado, ideal para imobilização de elementos
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de bioreconhecimento, como os anticorpos [57,60].
Contudo, todos esses fatores de biofuncionalização de superfícies são relacio-
nados diretamente com o transdutor empregado no imunossensor, que influenciará direta-
mente na sensibilidade do dispositivo. Os principais transdutores empregados em imunos-
sensores são os eletroquímicos (amperométricos [61], potenciométricos [62] e impedimé-
tricos [63], por exemplo), ópticos (como a ressonância de plásmons de superfície [49] e os
colorimétricos [64]) e os piezoelétricos (microbalança de cristal de quartzo [65], por exem-
plo).
O uso da excitação dos plásmons de superfície para avaliar processos superficiais
é um campo bem estabelecido, sendo a técnica de SPR uma das principais ferramentas para
avaliação de eventos de natureza biológica. Assim, fatores como detecção altamente sensí-
vel, curto tempo de resposta e capacidade de regeneração da superfície motivam a constru-
ção de imunossensores baseados em SPR. Além disso, as análises de SPR obtidas em tempo
real e sem marcação, ou seja, sem o uso de outros agentes, como enzimas, por exemplo,
possibilitam explorar parâmetros cinéticos e termodinâmicos de interações biomoleculares,
auxiliando o entendimento a nível molecular desses sistemas [53,66].
1.3 Ressonância de plásmons de superfície
As ciências analíticas têm obtido grandes avanços nas últimas décadas, princi-
palmente devido à capacidade de se obter informações a respeito de sistemas e suas super-
fícies. A interação entre ondas eletromagnéticas e interfaces tem sido um dos fenômenos
mais empregados ao longo dos anos para monitoramento de processos interfaciais. Dentre
essas interfaces, a existente entre metal e dielétrico apresenta características interessantes,
uma vez que excitações eletrônicas em superfícies metálicas são bem conhecidas e têm pa-
pel relevante em várias áreas das ciências [44,67].
Um dos primeiros trabalhos que previu a existência de excitações coletivas em
superfícies metálicas foi realizado por Ritchie em 1957 [68], que usou todo o conhecimento
desenvolvido por Tonks e Langmuir [69], Ruthemann [70], Pines e Bohm [71], nas déca-
das anteriores para explicar o fenômeno. A existência dessas excitações coletivas foi de-
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monstrada dois anos depois por Powell e Swan [72] e, foi denominada por Stern e Ferell em
1960 [73], como plásmons de superfície (PS). Os PS são oscilações de cargas (elétrons) que
se propagam na interface entre ummetal e um dielétrico, criando campos eletromagnéticos
evanescentes que decaem exponencialmente na direção perpendicular à superfície [67,74].
A partir da década seguinte, muitos trabalhos foram desenvolvidos sobre o novo
conceito de PS e muitas abordagens foram descritas sobre sua relação de dispersão. A abor-
dagemmais simples para essa relação foi utilizada por Homola [75], e todas culminam para
a equação a seguir, que mostra a relação entre a frequência angular (ω) e a constante de
propagação dos plásmons (βPS) em uma interface metal-dielétrico:
βPS = ωc
√
²r ²a
²r + ²a =
2pi
λ
√
²r ²a
²r + ²a
em que βPS é a constante de propagação dos PS, ω é a frequência angular da luz, c é a velo-
cidade da luz no vácuo, λ é o comprimento de onda no vácuo e, ²r e ²a são as partes real e
imaginária da constante dielétrica do metal e do ambiente, respectivamente [67,75,76].
Quando se observa o comportamento dessa relação de dispersão dos PS na in-
terface metal-dielétrico e a relação de dispersão de uma radiação eletromagnética se pro-
pagando no ar e em um prisma, por exemplo, têm-se o comportamentomostrado na Figura
1.6. Pode-se observar que a curva de dispersão dos plásmons em toda a região de frequência,
está abaixo da curva de dispersão dos fótons propagando-se no dielétrico ar.
1 - Introdução Geral e Objetivos 37
Figura 1.6: Curva de dispersão para os plásmons de superfície em uma interface metal-dielétrico
( ), e relação de dispersão para a radiação eletromagnética propagando-se no ar (- - -) e em um
prisma (- - -).
Outra observação relevante é que a constante de propagação dos plásmons em
uma interface metal-dielétrico é maior que o vetor de onda da luz no vácuo, e por isso, os
PS não podem ser excitados pelo simples contato com a onda incidente sobre a superfície
metálica. Ao contrário, quando se tem um prisma (curva de dispersão de onda incidente
em vermelho), observa-se que em determinado momento o vetor de propagação da luz
se iguala em magnitude a βPS , podendo ocorrer o acoplamento entre os fótons e os plás-
mons. Pensando nisso, sistemas ópticos foram desenvolvidos para aumentarem omomento
da radiação incidente permitindo que os plásmons possam receber a energia da onda inci-
dente [77,78].
De maneira independente, Otto [79] e Kretschmann e Raether [80] em 1968, de-
monstraram que o acoplamento de prismas pode aumentar o momento da luz incidente
para excitação dos PS, entretanto, empregando configurações diferentes. Na configuração
de Otto, a camada dielétrica é posicionada entre o metal e o prisma, enquanto que na confi-
guração de Kretschmann o metal é posicionado junto ao prisma, entre este e o dielétrico,
como pode ser visto na Figura 1.7, e os experimentos comprovaram que a queda na re-
fletividade durante o fenômeno de reflexão total atenuada (RTA) é devido à exitação dos
PS [44,67,81].
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Figura 1.7: Acoplamento de prismas nas configurações de Otto e Kretschmann para o fenômeno de
reflexão total atenuada.
Os trabalhos de Otto, Kretschmann e Raether foram essenciais no desenvolvi-
mento da técnica de SPR, mas a configuração de Kretschmann é a que apresenta mais uso,
uma vez que geralmente apresenta maior sensibilidade. Essa configuração baseia-se no
fenômeno de RTA, que ocorre quando a luz polarizada atravessa um meio óptico denso,
como o vidro, e alcança a interface entre este meio e um meio de densidade óptica menor,
como o ar, sendo refletida de volta para o meio mais denso.
Apesar dessa reflexão interna, uma fração da onda incidente penetra o meio de
menor densidade óptica e origina um campo eletromagnético evanescente. Em um deter-
minado ângulo de incidência, quando o vetor de onda plasmônica (κPS) é igual ao vetor
do campo evanescente (κPS = κev ), ocorre o acoplamento dos elétrons livres oscilantes do
metal com a radiação (ressonância de plásmons de superfície - SPR) e, como consequên-
cia, parte da energia da luz incidente é perdida para o filmemetálico, resultando na redução
da intensidade da luz refletida [67, 81, 82]. Todo o conhecimento obtido por esses estudos,
de diferentes configurações, permitiu que o fenômeno de SPR fosse explorado em sensores
ópticos para avaliar processos interfaciais.
Em um sensor óptico, a informação desejada (a concentração de um analito de
interesse em uma amostra) é convertida em um sinal baseado em características da onda
de luz. Isso permite que vários métodos sejam empregados em sensores ópticos como mo-
nitoramento do índice de refração, da absorção ou da emissão de luz. Em um sensor de
SPR, variações no índice de refração próximas à interface metal-dielétrico são acompanha-
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das por variações na constante de propagação dos PS. Essas variações alteram as condições
de acoplamento entre a componente da luz incidente e a onda dos plásmons, promovendo
variações no ângulo de ressonância (ângulo de SPR) [76,83].
1.3.1 Equipamento de SPR utilizado neste trabalho
Os equipamentos de SPR empregam, geralmente, uma fonte de luz monocro-
mática e polarizada. Uma fotografia do equipamento utilizado nas medidas de SPR deste
trabalho pode ser vista na Figura 1.8, com uma fonte de luz vermelha (670 nm) em sua uni-
dade óptica (fonte, hemicilindro de vidro e detector), destacando ainda o substrato de vidro
recoberto com uma fina camada metálica. O fenômeno de SPR monitorado em um equipa-
mento como esse, baseado no método de RTA e na configuração de Kretschmann, se inicia
quando um feixe monocromático atravessa o prisma (hemicilindro de vidro) e alcança a su-
perfíciemetálica (Figura 1.9 que exibe um bom comportamento de elétrons livres (Au, Ag, Pt
ou Cu, por exemplo), ocorrendo a excitação dos PS [44,67,78,81].
Figura 1.8: Fotografia do equipamento de SPR, destacando sua unidade óptica e o substrato utilizado
neste trabalho.
Conforme já mencionado anteriormente, o fenômeno da SPR só ocorre em con-
dições específicas, em que a constante de propagação da onda incidente tenha magnitude
igual ou superior ao vetor de propagação dos PS (βPS). Sabendo que a componente para-
lela da luz incidente tem vetor de onda (κx), relacionado com o ângulo de incidência da luz,
pode-se calculá-lo da seguinte forma:
κx = ωc
p
²p senθSPR = 2piλ
p
²p senθSPR
1 - Introdução Geral e Objetivos 40
em que θSPR é o ângulo de incidência da luz sobre a superfície dometal, λ é o comprimento
de onda da luz incidente e ²p é a constante dielétrica do prisma.
Nas condições demáximo acoplamento entre a onda incidente e a onda de plás-
mons de superfície (OPS), κx = βPS , assim:
2pi
λ
p
²p senθSPR = 2piλ
√
²r ²a
²r + ²a
Fazendo alguns rearranjos matemáticos, pode-se verificar que as propriedades
ópticas do sistema, como as constantes dielétricas do metal (²r ), do prisma (²p) e do ambi-
ente (²a) provocam variações no ângulo de SPR (θSPR), conforme a equação a seguir:
θSPR = arcsen
(√
( ²r ²a
²r + ²a ) ×
1
²p
)
Quando essas condições são seguidas, ocorre uma transferência ressonante de
energia entre a luz incidente e a OPS. Devido ao fenômeno de reflexão interna total atenu-
ada, já mencionado anteriormente, a refletância da luz incidente cai à quase zero, conforme
pode ser visto na Figura 1.9 à direita. O ângulo de SPR desse mínimo da curva é o ângulo
de ressonância descrito matematicamente acima. Essas observações configuram o funci-
onamento de um sensor de SPR com modulação angular, e por meio dele, pode-se moni-
torar o índice de refração nas proximidades da interface metal-dielétrico, acompanhando
as mudanças do θSPR em função do tempo (sensorgrama). Assim, ao adicionar uma con-
centração de amostra sobre o disco de ouro, mudanças no índice de refração promovem
alterações na constante dielétrica do ambiente (²a). E, consequentemente, conforme equa-
ção acima, o ângulo de SPRmuda (θSPR1 para θSPR2), como também pode ser observado na
Figura 1.9 [67, 78, 81, 84]. Assim, sem qualquer tipo de marcação e, em tempo real, pode-se
obter diversas informações químicas e biológicas a respeito do sistema em estudo.
A exploração de PS para avaliar processos interfaciais é um campo bem esta-
belecido, sendo a técnica de SPR uma das principais ferramentas para avaliar eventos de
natureza biológica. Devido a isso, o desenvolvimento de sensores baseados em SPR para a
química analítica é extremamente relevante, uma vez que muitas informações podem ser
obtidas e corroborar com outros trabalhos, assim como obter sensores com elevada sensibi-
lidade e baixos limites de detecção.
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Figura 1.9: Esquema ilustrando a configuração convencional de Kretschmann (superior à esquerda),
sensor de SPR commodulação angular (abaixo à esquerda), curvas de refletância na ausência (θSPR1)
e presença (θSPR2) de espécies na superfície do filme (abaixo à direita) e sensorgrama evidenciando
a interação de biomoléculas (superior à direita). Adaptado das referências [44, 84] com permissão.
Copyright (2020) Elsevier e American Chemical Society.
1.4 Objetivo
Motivação
Pensando na necessidade de desenvolver alternativas para o diagnóstico sensí-
vel de quadros iniciais de infarto agudo do miocárdio,a técnica de SPR e das metodologias
mencionadas para a construção de biossensores são muito relevantes. Neste contexto, o
desenvolvimento de um imunossensor com amplificação da interface transdutora usando
sistemas multivalentes, como dendrímeros, se faz vantajoso. Essas macromoléculas podem
atuar na imobilização e orientação dos anticorpos de captura aumentando a sensibilidade
(diminuindo o LOD) na detecção de biomarcadores cardíacos, como a troponina T.
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Objetivo geral
A proposta desta tese de doutorado é desenvolver um imunossensor baseado em
dendrímeros PAMAM para detecção de troponina T cardíaca em diagnósticos iniciais de in-
farto agudo domiocárdio utilizando o fenômeno de ressonância de plásmons de superfície.
Objetivos específicos
Os objetivos específicos deste trabalho são descritos a seguir:
• Avaliar diferentes gerações de dendrímeros comerciais do tipo poliamidoamina (PA-
MAM), combinando-os com SAM de ácido 3-mercaptopropiônico (3-MPA) para fun-
cionalização da superfície de ouro;
• Avaliar a resposta do imunossensor utilizando diferentes concentrações do anticorpo
de captura sobre a superfície funcionalizada;
• Avaliar diferentes agentes bloqueadores (BSA e etanolamina) de maneira individual e
combinada a fim de garantir a inativação de sítios não-específicos do imunossensor;
• Avaliar a afinidade de interação entre o anticorpo de captura e a troponina T, pormeio
da estimativa de KD , utilizando o ensaio direto;
• Obter limites de detecção próximos ao valor de cut-off de troponina T na corrente
sanguínea, por meio do ensaio "sanduíche", utilizando anticorpos monoclonais e po-
liclonais;
• Regenerar os sítios de ligação dos anticorpos de captura e avaliar a estabilidade e re-
petibilidade do imunossensor proposto;
• Aplicar o imunossensor desenvolvido em amostras de soro humano de pacientes sau-
dáveis e de pacientes com quadro de IAM, de forma a avaliar a seletividade e exatidão
do imunossensor.
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2.1 Reagentes e soluções
Dendrímeros poliamidoamina (PAMAM), núcleo etilenodiamina, geração (3.0,
4.0 e 5.0) solução 20, 10 e 5% (m/m), respectivamente em metanol; tampão fosfato-salino
em tablete (PBS - 0,01 mol L−1 de tampão fosfato com 0,027 mol L−1 de cloreto de po-
tássio (KCl) e 0,137 mol L−1 de cloreto de sódio pH 7,4), N-(3-dimetilaminopropil)-N-etil-
cabodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), etanolamina (EA), acetato de sódio, ácido
acético, albumina de soro bovina (BSA - A2058) e soro humano (masculino, AB, filtrado e es-
téril) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Ácido 3-mercaptopropiônico
(3-MPA) foi comprado da Acros Organics (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Surfactante
Tween 20 foi adquirido da Start BioScience (SP, Brasil). Anticorpo anti-troponina T cardíaca
[1C11] (monoclonal - ab8295), anticorpo secundário anti-troponina T cardíaca [9G6](HRP)
(monoclonal - ab8296), anticorpo secundário anti-troponina T cardíaca (policlonal -
ab45932) e troponina T cardíaca humana (proteína nativa completa - ab9937) foram com-
prados da Abcam (EUA).
A solução etanólica de 3-MPA, a solução de PAMAM em PBS, a solução aquosa
de EA e as soluções de EDC/NHS e BSA em tampão acetato de sódio 0,01 mol L−1 pH 4,8,
foram preparadas previamente às suas utilizações. O PBS foi utilizado para dissolução do
PAMAM e das amostras de proteína, e como tampão de corrida no SPR. O tampão acetato
de sódio 0,01mol L−1 pH 4,8 foi utilizado para a dissolução do anticorpo de captura e nas
soluções já mencionadas. No preparo de todas as soluções empregou-se água ultrapura de
qualidade Milli-Q (ρ = 18,2 MΩ cm).
2.2 Instrumentação
As medidas de SPR foram realizadas em um equipamento Autolab Spirit (Eco
Chemie BV, Ultrech, Holanda). Seu sistema óptico, também adquirido da Autolab, consiste
em um hemicilindro de vidro e um disco de SPR plano: um disco de vidro (25 mm de diâ-
metro) recoberto com uma fina camada de cromo (5 nm) e ouro (50 nm). O disco e o hemi-
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cilindro de vidro têm o mesmo índice de refração (η = 1,515) e são acoplados com um óleo
de imersão (série A da Cargille Laboratórios, EUA). O equipamento tem um laser diodo com
comprimento de onda fixo de 670 nm, commodo de operação baseado na configuração de
Kretschmann. Além disso, esse equipamento é composto por dois canais independentes,
permitindo a realização de medidas concomitantes. O volume de amostra em cada canal
pode variar de 50 a 200 µL.
Todos os experimentos foram realizados à temperatura constante (23 ± 1◦C ) em
PBS 0,01mol L−1 pH 7,4 e um volume de amostra de 100 µL em cada canal. Para a avaliação
cinética da interação entre as biomoléculas foi utilizado o software TraceDrawer, versão 1.5
(Oy BioNavis Ltd, Tampere, Finlândia) para tratamento dos dados. Todos os demais dados
obtidos foram tratados no software OriginPRO 2015.
2.3 Construção do imunossensor baseado em SPR
Previamente, ometanol das soluções de dendrímeros PAMAMfoi evaporado com
o auxílio de um Rotaevaporador (IKA, RV 10 control), sob pressão reduzida (150 mbar ), à
40 ◦C e 100 r pm por aproximadamente 30 minutos. Os dendrímeros PAMAM extraídos fo-
ram suspensos em PBS 0,01mol L−1 pH 7,4 e a concentração calculada.
Antes da etapa de funcionalização da superfíciemetálica (Au), foi realizada a lim-
peza da mesma utilizando solução piranha (mistura 1:3 de H2O2 (30%) e H2SO4 conc.) por
imersão durante 3-5 minutos, seguido de lavagem vigorosa com água deionizada e imersão
em acetona (5 minutos) e isopropanol (5 minutos). Após essas etapas, os substratos foram
lavados vigorosamente com água deionizadas e secados sob fluxo de gás N2(g ) (pureza >
99,99%). A funcionalização da superfície metálica para a construção do imunossensor foi
realizada seguindo as etapas descritas a seguir e que podem ser visualizadas na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Representação esquemática do imunossensor proposto: superfície de Au (amarelo) reco-
berta comSAMde 3-MPA (estruturamostradano zoom inferior), dendrímeros PAMAM(G4) (estrutura
mostrada no zoom superior) e anticorpos de captura, com os sítios não-específicos bloqueados com
BSA e EA, interagindo com a troponina T.
Etapa 1 - Formação da SAM sobre a superfície de ouro (Au): A SAM foi formada por
meio da imersão do substrato em solução etanólica de 3-MPA 1,0mmol L−1 por 12 horas.
Após esse período, o substrato foi lavado cometanol e tampão acetato de sódio 0,01mol L−1
pH 4,8, seco em fluxo de N2(g ) puro e os grupos carboxílicos terminais da SAM foram ati-
vados pela adição de uma solução contendo EDC (100mmol L−1 ) e NHS (150mmol L−1 )
durante 10 minutos. Por fim o substrato foi lavado com o tampão acetato de sódio.
Etapa 2 - Imobilização do dendrímero PAMAM(G4) sobre a SAM: Foram adiciona-
dos sobre a SAM recém ativada 0,1mmol L−1 de PAMAM(G4) e, após 30minutos, realizado
a lavagemda superfície comPBS 0,01mol L−1 pH 7,4 para a remoção dos dendrímeros não-
ligados. Nesta etapa, dendrímeros de diferentes gerações (G3, G4 e G5) e suas concentrações
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foram avaliados.
Etapa 3 - Imobilização do anticorpo de captura sobre o PAMAM(G4): os grupos
carboxílicos terminais do anticorpo de captura (Ab - 20 µg mL−1 ) foram ativados pela adi-
ção de EDC (100 mmol L−1 ) em tampão acetato de sódio 0,01 mol L−1 pH 4,8 e, em se-
guida, essa solução foi adicionada sobre o PAMAM(G4) já imobilizado. Após 40 minutos, foi
realizada a lavagem para a retirada dos anticorpos fracamente ligados à superfície. A con-
centração de anticorpo de captura foi avaliada, fazendo a imobilização de diferentes con-
centrações (5, 10, 20, 30 e 40 µg mL−1 ). De acordo com oManual de usuário do SPR Esprit
(DataAquisition) 4.4 variação de ângulo de SPR de 120m◦C (miligrau) representa uma vari-
ação de massa de proteínas na superfície de aproximadamente 1 ng mm−2.
Etapa 4 -Bloqueio dos sítios não-específicos: Os sítios de adsorçãonão-específicos
do PAMAM(G4) e da SAM remanescentes no sensor foram bloqueados pela adição de
30 µg mL−1 de BSA em tampão acetato de sódio 0,01 mol L−1 pH 4,8 por 5 minutos, se-
guido da adição de 1,0mol L−1 de etanolamina pH 8,5 por 5 minutos, a fim de minimizar
ou evitar ligações não-específicas que podem ocorrer durante o ensaio.
Nas etapas descritas, foi avaliado ainda o melhor tampão (acetato de sódio
0,01 mol L−1 pH 4,8 ou PBS 0,01 mol L−1 pH 7,4) para cada imobilização. Após todas
as etapas da construção do imunossensor, este será denominado 3-MPA/PAMAM(G4)/Ab.
2.4 Avaliação da afinidade entre Troponina T e anticorpo de
captura
Nesta etapa, diferentes concentrações de troponina T (2,5; 5,0; 6,0 10, 15
e 20 µg mL−1 ) foram adicionadas sobre o imunossensor, em PBS 0,01 mol L−1 pH 7,4.
Em seguida, os resultados desse teste foram tratados em um software de modelagem ciné-
tica (TraceDrawer, versão 1.5) e o valor da constante de afinidade (KD ) foi estimado. A partir
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desse valor foi possível avaliar a afinidade de ligação entre troponina T e o anticorpo de cap-
tura.
2.5 Otimização das condições experimentais
Com base no procedimento de construção do imunossensor descrito no tópico
2.3 cada uma das etapas foi avaliada quanto à influência no desempenho do sensor. Neste
sentido, as variações compreenderam as seguintes condições: 1) concentração de dendrí-
mero: PAMAM(G3) - 0,05 − 0,40−mmol L−1 , PAMAM(G4) - 0,01 − 0,25−mmol L−1 e PA-
MAM(G5) - 0,01 − 0,10 − mmol L−1 ; 2) concentração de anticorpo de captura:
5,0 − 40 µg mL−1 ; 3) uso de agentes bloqueadores BSA (30 µg mL−1 ) e etanolamina
(0,1 mol L−1 pH 8,5), de maneira independente e combinados; e 4) concentração do an-
ticorpo secundário (5,0;10 e 15 µg mL−1 ). Nas condições descritas de 1 a 3, o tempo de
interação também foi avaliado em tempo real no SPR.
Ao definir as concentrações ótimas de dendrímero PAMAM(G3, G4 e G5) foram
contruídos três imunossensores utilizando 20 µg mL−1 de anticorpo de captura, sem blo-
queio, a fim de definir a geração de dendrímero a ser empregado. Após essa etapa, fixando
a geração (G4) e a concentração em 0,1 mmol L−1 , foi avaliado a concentração ótima de
anticorpo de captura [21], observando as variações de ângulo efetiva obtidas.
O uso dos agentes bloqueadores foi avaliado utilizando concentrações descri-
tas na literatura [2, 21, 51] para cada um deles. Nesse ponto, quatro imunossensores foram
preparados: 1) sem qualquer bloqueio, 2) bloqueio com BSA 30 µg mL−1 por 5 minutos,
3) bloqueio com etanolamina 0,1 mol L−1 pH , 8,5 por 5 minutos e 4) bloqueio com BSA,
por 5 minutos, seguido da adição de etanalomina por mais 5 minutos. A efetividade do blo-
queio foi avaliada utilizando amostras de troponina T e de BSA, na mesma concentração
(5 µg mL−1 ) a fim de observar a adsorção inespecífica da amostra de BSA.
Em todos os testes utilizando o ensaio direto, amostras padrões de troponina T
foram preparadas em PBS 0,01 mol L−1 pH 7,4 previamente, e adicionadas sobre o imu-
nossensor. Já para o ensaio "sanduíche" amostras padrões foram preparadas com umamis-
tura de troponina T (na concentração a ser avaliada) e 10 µg mL−1 de anticorpo secundário
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(monoclonal ou policlonal) em PBS 0,01mol L−1 pH 7,4. Essas amostras foram preparadas
minutos antes de serem adicionadas sobre o imunossensor.
O tempo de incubação da troponina T sobre a superfície do imunossensor tam-
bém foi avaliado, levando em consideração o menor tempo necessário para saturação dos
sítios de interação, atingindo a condição de equilíbrio (aproximadamente 30 minutos).
2.6 Ensaio tipo "sanduíche" para amplificação do sinal
A fim de amplificar o sinal monitorado, diminuindo o limite de detecção (LOD),
foramutilizados anticorpos secundários, configurando o ensaio em "sanduíche". Nesses ca-
sos, dois tipos de anticorpos secundários foram empregados, um monoclonal e outro poli-
clonal. Para este ensaio, algunsminutos antes da interação entre a troponina T e o anticorpo
de captura, para cada concentração da proteína foramadicionados 10µg mL−1 do anticorpo
secundário, formando um complexo proteína-anticorpo, em PBS 0,01 mol L−1 pH 7,4. Ao
interagir com o imunossensor desenvolvido, concentrações de troponina Tmenores que do
ensaio direto promoverammaior variação no ângulo de SPR, devido à presença do segundo
anticorpo no teste.
2.7 Regeneração, estabilidade e repetibilidadedo imunossen-
sor
A regeneração dos sítios de interação do imunossensor foi avaliada por meio
da adição de soluções de diferentes forças iônicas e pH, bem como o uso de surfactantes
(Tween 20), a fim de remover a troponina T já ligada, e disponibilizar o epítopo do an-
ticorpo para uma nova interação. As soluções avaliadas foram: solução tampão fosfato
de sódio 0,1 mol L−1 pH 8, solução tampão acetato de sódio 0,01 mol L−1 pH 4,8, PBS
0,01mol L−1 pH7,4 com1%deTween 20 e solução tampão acetato de sódio 0,01mol L−1 pH
4,8 com 0,5 e 0,1 % de Tween 20.
A estabilidade do imunossensor desenvolvido foi avaliada durante 4 dias con-
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secutivos, monitorando a mesma concentração de troponina T (3 µg mL−1 ) todos os dias
envolvidos no estudo. Os valores obtidos foram comparados à variação efetiva obtida no
dia da construção do imunossensor (dia 0). A repetibilidade foi avaliada para uma mesma
concentração de troponina T (5 µg mL−1 ) no mesmo dia (intra-dia), e para dias diferentes
(inter-dia) com imunossensores recém construídos, observando os valores médios obtidos
e o desvio padrão relativo para cada caso.
2.8 Aplicação do imunossensor 3-MPA/PAMAM(G4)/Ab para
amostras de soro humano
Verificadas as condições experimentais mais adequadas para a determinação de
troponina T em solução tampão, avaliou-se a viabilidade de aplicação do imunossensor
3-MPA/PAMAM(G4)/Ab emamostras de soro humano. O soro humanode paciente saudável
foi adquirido da Sigma-Aldrich, conforme item 2.1 e, não houve necessidade de tramitação
pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Unicamp, conforme carta de dispensa no Apên-
dice A. A alíquota de soro humano saudável utilizada (mantido à − 20 ◦C ) foi previamente
descongelada, centrifugada e utilizada nos ensaios.
Inicialmente foi avaliada a diluição adequada do soro humano em PBS
0,01 mol L−1 pH 7,4, para ser usado sem interferências no imunossensor. A seguir, com
a diluição estabelecida foi adicionado ao soro 5 µg mL−1 de troponina T, a fim de ser recu-
perado pelo imunossensor no ensaio direto e, 10 ng mL−1 para os ensaios "sanduíches". As
variações obtidas foram interpoladas nas curvas analíticas e a concentração correspondente
comparada ao valor real adicionado.
Nos estudos de aplicação do imunossensor proposto para amostras de soro hu-
mano de pacientes acometidos por IAM, todos os experimentos foram realizados com apoio
do Laboratório de Bioquímica Clínica do Hospital das Clínicas da Unicamp, que forneceu a
amostra e o valor de troponina T correspondente obtido pelo método de Imunoensaio por
eletroquimioluminescência - ECLIA, após a realização do protocolo de pesquisa aprovado
pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Unicamp (CAAE 26439719.6.0000.5404), cujo pa-
2 - Parte Experimental 51
recer consubstanciado está disponível no Apêndice B desta tese. As amostras utilizadas nos
testes para avaliação do desempenho do imunossensor foram provenientes do material já
recolhido previamente pelo laboratório, para análise solicitada pelo corpo clínico do HC.
Para essa avaliação de concordância com o método de referência foi avaliado o soro de pa-
cientes internados na Unidade Coronariana, pós infarto agudo domiocárdio.
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3.1 Estudo do efeito de diferentes gerações e concentrações
do dendrímero PAMAM empregado no imunossensor
Como já apresentado no tópico 1.2.2 da Introdução, o uso dos dendrímeros PA-
MAM pode aumentar a sensibilidade, quando comparado a um sistema bidimensional, e
favorecer uma orientação adequada dos anticorpos, devido à presença de grupos funcio-
nais na superfície dessas estruturas. Pensando nisso, para a construção do imunossensor foi
utilizada a SAM com 1,0 mmol L−1 de MPA, tendo os grupos carboxílicos terminais ativa-
dos via EDC/NHS em tampão acetato de sódio 0,01 mol L−1 pH 4,8. A escolha desse valor
de pH deve-se ao fato de que o EDC fornece um acoplamento ideal em soluções com pH
entre 4,5-5,0 [85]. Então, os grupos carboxílicos da SAM reagem com o EDC formando um
intermediário reativo, que se liga facilmente às aminas primárias presentes no dendrímero.
Embora o NHS não seja necessário para a reação da carbodiimida, seu uso aumenta consi-
deravelmente a eficiência da imobilização [86].
Os dendrímeros, por sua vez, foram preparados em PBS 0,01 mol L−1 pH 7,4 e
primeiramente, foi avaliada a imobilização de diferentes gerações (G3, G4 e G5) sobre a SAM
de 3-MPA, em diferentes concentrações. A eficiência das medidas foi avaliada pela variação
efetiva do ângulo de SPR (∆θSPR - ângulo de SPR depois da lavagemmenos o ângulo de SPR
antes da associação) em cada caso. A Figura 3.1 mostra as curvas de SPR (sensorgramas)
obtidas para a imobilização de diferentes concentrações das três gerações de dendrímeros
PAMAM. Três regiões típicas das curvas podem ser observadas: em (1) uma linha de base
é obtida a partir da adição de PBS 0,01 mol L−1 pH 7,4 sobre a SAM previamente ativada;
em seguida, em (2) variação do ângulo de SPR devido à ligação do dendrímero sobre a SAM,
promovendo uma mudança do índice de refração local nas proximidades metal-dielétrico,
como consequência das alterações provocadas na ressonância de plásmons sobre a superfí-
cie metálica; e por fim, em (3), o resultado de sucessivas adições de PBS 0,01mol L−1 pH 7,4
para remoção de espécies fracamente ligadas. Ainda pode ser observado na Figura 3.1, que
um equilíbrio é atingido após aproximadamente 30 minutos, sendo este período suficiente
para a obtenção de uma elevada cobertura de superfície, para as três gerações de dendrí-
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mero.
Na Figura 3.1 pode-se notar também que a imobilização de tais dendrímeros
tem um máximo de variação efetiva diferente para cada geração: na Figura 3.1a para o PA-
MAM(G3), em 0,25mmol L−1 , na Figura 3.1b para o PAMAM(G4), em 0,10mmol L−1 e na
Figura 3.1c para o PAMAM(G5), em 0,05 mmol L−1 , indicando que nessas concentrações
ocorreu um recobrimento máximo da superfície com a molécula em estudo. Concentra-
ções superiores às mencionadas, para cada caso, promoveram uma diminuição do ∆θSPR ,
que pode estar relacionada ao favorecimento de formação de aglomerados dessas estrutu-
ras, que não se ligaram aos grupos funcionais ativados do 3-MPA. Outra observação rele-
vante é que à medida que o tamanho desses dendrímeros aumenta (do G3 para o G5), uma
concentração menor é necessária para atingir o recobrimento máximo da superfície, o que
sugere que o tamanho dessas estruturas tridimensionais afeta diretamente a organização
dessa camada no sensor. Por isso, as concentrações de 0,25; 0,10 e 0,05mmol L−1 , para os
PAMAM(G3, G4 e G5), respectivamente, foram selecionadas para os estudos posteriores.
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Figura 3.1: Sensorgramas ilustrando as fases de associação e dissociação obtidos para diferentes
concentrações de (a) PAMAM(G3), (b) PAMAM(G4) e (c) PAMAM(G5), imobilizados sobre a SAM de
3-MPA. A linha tracejada (- - -) indica a posição exata em que o ângulo de SPR efetivo foi observado.
Os números indicados nos gráficos significam: (1) ângulo de SPR medido antes de qualquer imobili-
zação, somente na presença de PBS 0,01mol L−1 pH 7,4; (2) ângulo de SPR após a interação dos den-
drímeros sobre a superfície e (3) ângulo de SPR após lavagens sucessivas com PBS 0,01mol L−1 pH
7,4 para retirada das espécies ligadas fracamente à superfície.
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Com o intuito de otimizar o melhor dendrímero PAMAM a ser empregado na
construção do imunossensor, foram construídos três imunossensores, cada um com uma
geração de dendrímero na concentração otimizada, imobilizando sobre eles 20 µg mL−1 de
anticorpo de captura. Os três foram submetidos às interações com a troponina T, na con-
centração de 2,5 a 20 µg mL−1 . Esses resultados podem ser vistos na Figura 3.2, em que se
observa um comportamento linear da ∆θSPR efetiva em função do logaritmo da concentra-
ção de troponina T, para todos os casos.
Figura 3.2: Curvas analíticas obtidas a partir do logaritmo da concentração de troponina T em
função da ∆θSPR efetiva utilizando 20 µg mL−1 de anticorpo de captura imobilizados sobre
0,25mmol L−1 de PAMAM(G3) ( ), 0,10mmol L−1 de PAMAM(G4) ( ) e 0,05mmol L−1 de PA-
MAM(G5) ( ), previamente imobilizados sobre a SAM de 3-MPA.
Observando as três curvas analíticas da Figura 3.2, pode-se confirmar a viabili-
dade do uso dos dendrímeros PAMAM, de diferentes gerações, na construção de imunossen-
sores, devido ao caráter multivalente na ligação com o anticorpo de captura. Entretanto, a
escolha do PAMAM(G4) como o dendrímero a ser empregado nos estudos posteriores foi de-
vido à forma esferoidal e globular dos PAMAMsG4 ou superiores [58], quando comparado ao
G3, que pode favorecer uma melhor imobilização dos anticorpos, com menos impedimen-
tos estéricos. E embora o PAMAM(G4) apresente menor sensibilidade que o PAMAM(G3),
3 - Resultados e Discussão 57
a reprodutibilidade do imunossensor utilizando PAMAM(G4) apresentou resultados mais
promissores, favorecendo sua escolha. Além disso, ocorre uma economia de reagentes, de-
vido ao uso de concentrações menores de dendrímero à medida que a geração aumenta. Já
em comparação com o PAMAM(G5), que apresentou sensibilidade muito próxima ao PA-
MAM(G4), o excesso de grupos funcionais não-ligados, que podem estar presentes, pode
dificultar o bloqueio em etapas posteriores. Assim, pensando na imobilização e detecção de
biomoléculas, o dendrímero PAMAM(G4) 0,1mmol L−1 foi selecionado para a construção
do imunossensor de interesse.
O tampão empregado (acetato de sódio pH 4,8 ou PBS pH 7,4) no preparo e na
análise foi avaliado, tanto para o PAMAM(G4) quanto para o anticorpo. Para selecionar
a melhor condição, foram levadas em consideração as respostas mais estáveis, indicando
uma maior cobertura da superfície, e a maior variação de ∆θSPR efetiva obtida. Para o PA-
MAM(G4), a imobilização se mostroumais efetiva utilizando PBS 0,01mol L−1 pH 7,4; com
uma ∆θSPR efetiva média aproximadamente 60% maior que ao utilizar tampão acetato de
sódio 0,01mol L−1 pH 4,8. Isso ocorreu provavelmente devido ao pH empregado nos tam-
pões, em que a proximidade do pH neutro foi mais vantajosa para a imobilização dos den-
drímeros que o pH levemente ácido apresentado pelo tampão acetato. Já no caso da imo-
bilização dos anticorpos, o meio levemente ácido (pH 4,8) favorece consideralvelmente a
reação do EDC [86], o que o torna mais vantajoso nessa etapa.
3.2 Estudo do efeito da concentração do anticorpo de cap-
tura empregado no imunossensor
A sensibilidade de um imunossensor depende diretamente do tipo de anticorpo
empregado, da sua concentração e orientação adequada na superfície [87]. Embora os imu-
nossensores construídos com anticorpos imobilizados aleatoriamente apresentem resulta-
dos satisfatórios, a imobilização direcionada, como comouso do PAMAM(G4), e já discutido
anteriormente, melhora significativamente o sinal analítico do mesmo. Pensando nisso, a
estratégia de imobilização adotadanesse trabalho envolveu a adição deEDC (150mmol L−1 )
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à solução do anticorpo de captura em tampão acetato de sódio 0,01mol L−1 pH4,8. Essa es-
colha ocorreu devido a: em primeiro lugar, o pH afetar diretamente a reação do EDC, como
já mencionado, sendo ideal o uso em torno de 4,8; em segundo lugar, como os anticorpos
possuem em sua cadeia pesada (região preferencial para ocorrer o acoplamento, deixando
as cadeias leves livres para a interação) uma maior quantidade de grupos carboxílicos ter-
minais expostos [34, 35], podendo ser ativados pelo EDC, deixando-os extremamente reati-
vos, se aproximando da superfície do sensor, que possui grupos amino terminais disponíveis
(PAMAM(G4)) para que a ligação ocorra [21].
A concentraçãodo anticorpode captura foi avaliada imobilizandodiferentes con-
centrações (5, 10, 20, 30 e 40 µg mL−1 ) nas condições descritas anteriormente. Como pode-
se observar na Figura 3.3, que mostra a ∆θSPR efetiva em função da concentração de anti-
corpo adicionado, há um aumento da resposta à medida que a concentração aumenta até
30 µg mL−1 e, após esse ponto, a resposta mantém-se praticamente constante. Isso pode
ocorrer devido ao número limitado de sítios de ligação disponíveis no PAMAM(G4), o que
também pode levar à uma saturação da superfície do sensor [21]. Assim, a concentração
de 20 µg mL−1 foi escolhida como ideal, pois nessa concentração ainda não há a satura-
ção dos sítios de ligação, o que provavelmente promove uma imobilizaçãomais regular, sem
possíveis impedimentos entre os anticorpos no reconhecimento da proteína alvo, além de
proporcionar maior economia de reagentes. Essa escolha foi confirmada com o ensaio na
presença de troponina T, em que o imunossensor construído com 30 µg mL−1 apresentou
uma resposta, aproximadamente, 18%maior, que o construído com 20 µg mL−1 , indicando
a proximidade com a condição de saturação da superfície, não compensando consumir uma
concentração maior anticorpo de captura.
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Figura 3.3: Efeito da concentração do anticorpo de captura (anti-troponina T) imobilizado sobre
0,10mmol L−1 de PAMAM(G4) e 1,0mmol L−1 de 3-MPA na ∆θSPR efetiva.
Assimcomopara a imobilizaçãodos dendrímeros, pôde-se estabelecer um tempo,
de aproximadamente 40minutos, para atingir um equilíbrio nas interações entre anticorpos
e o sensor, sendo este o tempo utilizado em todos os ensaios seguintes.
3.3 Estudo do efeito do uso de agentes bloqueadores nos sí-
tios de adsorção não-específicos do imunossensor
A etapa de bloqueio é crucial no desenvolvimento de um imunossensor, pois ga-
rante que possíveis sítios de interação na interface de detecção, que não são os do anticorpo,
sejam inviabilizados, e não prejudiquem a determinação seletiva do alvo. Geralmente, a ad-
sorção inespecífica é um grande problema nos ensaios diretos (sem o uso de marcadores),
uma vez que a resposta não pode ser distinguida de um outro processo imunológico, e se
tratando de matrizes complexas, como o soro humano, esta etapa torna-se decisiva [88,89].
Quase todos os imunossensores desenvolvidos atualmente utilizam a albumina
de soro bovina (BSA), uma proteína inativa e de fácil obtenção, como agente de bloqueio
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para locais não revestidos da superfície ou para possíveis grupos reativos expostos, tornando
o sensor resistente à adsorção inespecífica de outras espécies [88,90]. Outro agente bloque-
ador muito usado, é a etanolamina, uma molécula pequena, capaz de bloquear os grupos
carboxílicos que não reagiram na superfície no sensor [91]. A associação desses dois agen-
tes bloqueadores, nas condições corretas, pode contribuir com a efetiva inativação de sítios
não-específicos no imunossensor, deixando-o mais seletivo, especialmente para a detecção
de moléculas menores em amostras complexas.
O imunossensor desenvolvido nesse trabalho possui em sua superfície funciona-
lizada uma grande quantidade de grupos amino (−NH2) que possivelmente permaneceram
disponíveis após a ligação com o anticorpo de captura, já que nem todos se ligaram, tor-
nando essas regiões sítios de adsorção não-específica. Para promover o recobrimento des-
ses grupos, foi utilizado o BSA, como já utilizado por outros trabalhos na literatura [89, 92].
O outro agente utilizado, a etanolamina, promove o bloqueio dos grupos carboxílicos dispo-
níveis (−COOH) [49, 93] e, no caso do imunossensor, alguns desses grupos podem ter per-
manecido descobertos na SAM. Apesar do acesso restrito à SAM, uma vez que já possui em
sua superfície dendrímeros PAMAM(G4) e anticorpos de captura, a etanolamina consegue
penetrar essa camada, por ser uma molécula pequena, e recobrir esses grupos, reduzindo a
possibilidade de adsorção de espécies pequenas à SAM.
Assim, nesta etapa do trabalho foi avaliado o bloqueio dos sítios não específicos
presentes no imunossensor proposto com30µg mL−1 deBSA e etanolamina 1,0mol L−1 pH
8,5 durante 5 minutos, condições estas extraídas da literatura [94]. Para tanto, foram cons-
truídos quatro imunossensores: o primeiro, sem qualquer bloqueio após a imobilização do
anticorpo (Figura 3.4a); o segundo, realizando o bloqueio apenas com BSA (Figura 3.4b); o
terceiro bloqueando apenas com etanolamina (Figura 3.4c) e o quarto bloqueando com os
dois agentes (Figura 3.4d). A fim de verificar a efetividade do bloqueio estudado, amostras
padrão forampreparadas com5µg mL−1 de troponina T (positivo) e 5µg mL−1 deBSA (con-
trole) [94], sendo a ligação não-específica dessa solução de BSA avaliada a cada experimento.
Os resultados obtidos nessa etapa podem ser vistos na Figura 3.4, sendo os sensorgramas em
preto equivalentes à adição de BSA e os sensorgramas em vermelho, equivalentes à adição
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de troponina T.
A Figura 3.4 mostra os sensorgramas obtidos com a adição de troponina T e BSA
emcada etapa do estudo, na ausência e napresença dobloqueio da superfície. Pode-se notar
tanto para a adição de BSAquanto de etanolamina que há umaumento no ângulo de SPRde-
vido à associação dessas espécies na superfície do sensor. Após sucessivas lavagens, pôde-se
verificar uma queda abrupta do sinal, devido à remoção das espécies, deixando a linha base
muito próxima do valor inicial, indicando que, provavelmente, os poucos sítios disponíveis
para interações foram efetivamente bloqueados, deixando espécies de BSA e etanolamina
ligadas à superfície do imunossensor. Esse resultado é então comprovado pela adição das
amostras controle, e os valores de ∆θSPR efetiva obtidos a partir da Figura 3.4 podem ser
vistos na Tabela 3.1.
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Figura 3.4: Sensorgramas dos testes de bloqueio dos sítios não-específicos, sendo (a) sem bloqueio
da superfície, (b) bloqueio com 30 µg mL−1 de BSA em acetato de sódio 0,01 mol L−1 pH 4,8 por 5
minutos, (c) bloqueio com 1,0mol L−1 de etanolamina pH 8,5 por 5minutos e (d) bloqueio com BSA
e etanolamina por 5minutos, seguido da adição de 5 µg mL−1 de BSA ( ) e 5 µg mL−1 de troponina
T ( ). Insets em (c) e (d) mostrando os sensorgramas das regiões de interação.
A Tabela 3.1 apresenta os valores de ∆θSPR efetiva para cada um dos imunossen-
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sores construídos, frente à adição de 5 µg mL−1 de troponina (positivo) e 5 µg mL−1 de BSA
(controle). Como pode ser visto, a variação efetiva diminui consideravelmente com o blo-
queio do imunossensor. Isso pode ocorrer devido a impedimentos no epítopo do anticorpo
com a adição dos agentes bloqueadores (BSA e etanolamina). Outro fato importante é que a
eficiência do bloqueio com BSA foi demostrada ao se observar o sinal obtido com a amostra
controle, que não apresentou variação efetiva evidente. Além disso, o sinal damolécula alvo
se mostrou, aproximadamente, 20% maior quando o bloqueio foi feito com os dois agentes
em comparação com o bloqueio realizado somente com um dos agentes.
Tabela 3.1: Variação efetiva do ânglo de SPR para as amostras de troponina T e BSA para cada estra-
tégia de bloqueio.
Sem bloqueio BSA Etanolamina BSA+Etanolamina
BSA (controle) / m◦ 24,6 - 13,5 -
Troponina T /m◦ 83,9 39,4 35,2 47,1
Um dos maiores desafios ao usar somente o BSA, agente bloqueador mais em-
pregado, é o tamanho relativamente grande (aproximadamente 66 kDa), que pode dificultar
o reconhecimento de antígenos e anticorpos, por meio de impedimentos estéricos, princi-
palmente no caso de proteínas menores, como a troponina T [88]. O uso de agentes bloque-
adores menores diminui esses problemas, entretanto, esses agentes sozinhos podem acabar
se ligando à aminoácidos do próprio anticorpo e diminuindo o sinal de reconhecimento. As-
sim, o uso combinado de dois agentes bloqueadores, BSA e etanolamina, em concentrações
adequadas, se mostrou uma ótima alternativa no bloqueio de sítios não-específicos presen-
tes no imunossensor, possibilitando o reconhecimento da troponina T, sem interferência de
outra espécie.
Após estabelecer a estratégia adotada no bloqueio, foi realizada a construção do
imunossensor proposto, em tempo real, no SPR, a fim de observar todas as etapas otimiza-
das no seu desenvolvimento. O sensorgrama obtido pode ser visto na Figura 3.5, podendo-
se notar que a construção do imunossensor de SPR proposto envolve diversas etapas, sendo
que a formação da SAM de MPA ocorreu durante a noite. O sensorgrama completo mos-
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tra ainda, que em aproximadamente 4 horas foi possível construir um imunossensor, que
responde à proteína alvo, como era esperado. Cabe ressaltar que apesar do tempo relativa-
mente longo da construção da plataforma, o tempo de interação com a proteína de interesse
pode ser considerado curto, 30 minutos, o que viabiliza sua aplicação em amostras de inte-
resse clínico, em que o tempo é algo crucial.
Figura 3.5: Sensorgrama em tempo real de todas as etapas envolvidas na construção do imunossensor
de SPR proposto. EDC/NHS (100/150 mmol L−1 ), 0,1 mmol L−1 de PAMAM(G4), 20 µg mL−1 de
anticorpo de captura, 30 µg mL−1 de BSA e etanolamina 1,0mol L−1 pH 8,5 para o bloqueio e adição
de 5 µg mL−1 de troponina T.
3.4 Usodo imunossensor para calcular a afinidadede ligação
entre troponina T e o anticorpo de captura
Como já mencionado anteriormente, uma das maiores vantagens da técnica de
SPR é a análise em tempo real. Esse tipo de análise é capaz de fornecer informações sobre
a afinidade das interações, podendo discriminar entre específicas e inespecíficas [95]. De
acordo com estudos relatados na literatura, constantes de ligação obtidas por meio de bi-
ossensores à base de SPR não são afetadas pela imobilização do anticorpo, podendo uma
molécula ligada interagir da mesma forma que em solução [95].
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Essa afinidade de ligação de uma interação antígeno-anticorpo é definida espe-
cificamente por meio da medida de sua constante de dissociação (KD ). Essa constante é o
inverso da constante de afinidade, KA, definida na introdução, tópico 1.2 (KD = 1/KA) e,
logo, quanto menor o valor de KD , maior é a afinidade de ligação [96,97]. Assim, para obter
informações a respeito da afinidade de ligação entre a troponina T e o anticorpo de captura,
as análises foram realizadas utilizando PBS 0,01mol L−1 pH 7,4, e adicionando de diferen-
tes concentrações de troponina T cardíaca (55,9 a 558,6 nmol L−1 , que equivalem a 2,5 a
20 µg mL−1 ). Esses resultados são descritos detalhadamente no tópico 3.7.
Dessa forma, as curvas de SPR obtidas na Figura 3.7a foram avaliadas por meio
de um ajuste teórico realizado em relação aos dados experimentais, utilizando um software
específicopara tratamento de dados (TraceDrawer, versão 1.5). As concentrações foramcon-
vertidas de µg mL−1 paramol L−1 antes do ajuste teórico.
Omodelo quemelhor se ajustou aos dados foi baseadona reação entre troponina
T e anticorpo de captura com estequiometria 1 : 1 utilizando omodelo de afinidade. A Figura
3.6 mostra o ajuste global realizado a partir dos valores de ∆θSPR efetiva para cada concen-
tração de troponina T. O baixo valor de KD encontrado (8,30x10−7mol L−1 ) sugere uma alta
estabilidade do complexo formado devido à elevada afinidade entre as biomoléculas estu-
dadas, sendo coerente com valores de KD para interação antígeno-anticorpo descritos na
literatura, que geralmente variam entre 10−7 a 10−10 [21,95]. A validade estatística dos dados
foi feita por meio da distribuição χ2 e, como o ajuste realizado χ2 = 13,7 (experimental)
apresentou χ2 < 15,09 (teórico) é possível afirmar que o mesmo foi bem-sucedido, suge-
rindo que os resultados simulados e experimentais estão em concordância, considerando o
intervalo de confiança de 90%. Portanto, o valor de KD obtido nesse estudo sugere uma alta
afinidade entre a troponina T e o anticorpo de captura utilizado, evidenciando a viabilidade
de aplicação desse sistema em imunossensores para detecção com elevada sensibilidade.
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Figura 3.6: Curvas experimentais de SPR obtidas a partir da interação entre troponina T e o anticorpo
de captura (resultados representados na Figura 3.7a ajustadas globalmente a partir do software de
interação biomolecular TraceDrawer 1.5.
Essemesmo experimento foi realizado utilizando um imunossensor sem a etapa
de bloqueio, obtendo um valor de KD de 1,64x10−8mol L−1 . Pode-se notar que após a etapa
de bloqueio houve então um aumento do valor de KD , indicando que possivelmente a pre-
sença de agentes bloqueadores dificulta a ligação entre antígeno e anticorpo por impedi-
mento estérico. Outra possibilidade é que na ausência de bloqueio, a própria proteína alvo
adsorvia em sítios não-espécificos além dos sítios de ligação do anticorpo, o que promovia
um aumento de afinidade no teste (menor valor de KD ). Esses resultados corroboram com
os resultados obtidos no tópico 3.4, demonstrando a importância da etapa de bloqueio na
construção de um imunossensor.
3.5 Obtenção de curva analítica por ensaio direto
O desempenho do imunossensor de SPR para detecção de troponina T cardíaca
foi avaliado por meio da detecção e quantificação de diferentes concentrações da proteína,
inicialmente no ensaio direto (2,5 a 20 µg mL−1 ), após a etapa de bloqueio. Assim, nas con-
dições otimizadas, foram realizadas análises em tempo real utilizando PBS 0,01mol L−1 pH
7,4, sendo cada uma delas divididas em três etapas: (1) estabilização da linha base por apro-
ximadamente 5 minutos; (2) adição de diferentes concentrações de troponina T durante
aproximadamente 30 minutos e, (3) sucessivas lavagens com PBS 0,01mol L−1 pH 7,4 para
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remover o excesso de proteínas sobre a superfície do imunossensor. Todas as medidas re-
alizadas foram feitas em posições diferentes do imunossensor, garantindo que a resposta
obtida fosse sempre de sítios do anticorpo totalmente disponíveis. Os sensorgramas obtidos
para cada adição podem ser vistos na Figura 3.7a, na qual pode-se observar que a constante
dielétrica do ambiente aumentou proporcionalmente com a concentração de proteína adi-
cionada, sendo este fato acompanhado, portanto, pelo aumento do ângulo de SPR.
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Figura 3.7: (a) Sensorgramas obtidos para as etapas de associação e dissociação para diferentes con-
centrações de troponina T (2,5; 5,0; 6,0; 10; 15 e 20 µg mL−1 ) sobre 20 µg mL−1 de anticorpo de
captura imobilizado sobre 0,1mmol L−1 de PAMAM(G4) e 1,0mmol L−1 de 3-MPA, (b) gráfico ob-
tido pela relação entre∆θSPR efetiva e a concentração de troponina T adicionada e (c) curva analítica
obtida pela∆θSPR efetiva em função do logaritmo da concentração da proteína. Asmedidas de∆θSPR
efetiva foram realizadas em triplicada para cada concentração de troponina T. A linha tracejada (- - -)
indica a posição exata em que o ângulo de SPR foi observado.
A partir dos dados de ∆θSPR efetiva apresentados na Figura 3.7a, pôde-se cons-
truir a curva apresentada na Figura 3.7b, em que se observa um aumento inicial acentuado
seguido de uma ligeira diminuição da variação. Esse comportamento é observado em ou-
tros sistemas de ligação antígeno-anticorpo, devido à saturação dos sítios de ligação do an-
ticorpo de captura àmedida que uma concentraçãomaior interage na superfície [3,98–100].
Assim, ao usar a∆θSPR efetiva obtida em função do logaritmo da concentração (Figura 3.7c),
esse aumento torna-se linear (R2 = 0,997).
O limite de detecção (LOD) representa a menor quantidade de analito presente
na amostra que pode ser detectado, porém não necessariamente quantificado. Tradicional-
mente para sistemas lineares com a concentração de analito em estudo, utiliza-se o cálculo
de LOD para regressão linear, calculado a partir da relação sinal-ruído [101]. Entretanto,
visto o comportamento logarítmico obtido, pode-se utilizar outro artifício para estimar o
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valor do LOD, apesar de não convencional. Esse artifício seria estimar o valor da mesma
forma que empregado na potenciometria, que se baseia na equação de Nernst e apresenta
uma relação linear entre o potencial e o logaritmo da concentração [102,103]. Nesses casos,
abaixo do primeiro ponto da região linear, o valor é aproximadamente constante, definido
pela resposta do sensor a outros íons/moléculas. Assim, o LOD é definido como o valor
no eixo x da interseção das duas partes lineares (antes do primeiro ponto e da curva em
estudo) [103,104]. Utilizando essa definição de LOD, considerando o comportamento loga-
rítmico da curva analítica e utilizando esse artifício, pode-se estimar o valor adicionando ao
gráfico respostas obtidas para concentrações abaixo de 2,5 µg mL−1 , como pode ser obser-
vado na Figura 3.8.
Figura 3.8: Projeção das retas obtidas para a curva analítica proposta ( ) e para concentrações in-
feriores à 2,5 µg mL−1 ( ), as quais não possuem relação com a anterior, e o prolongamento da
interseção (- - -) cortando o eixo x em 0,37.
A Figura 3.8 apresenta as ∆θSPR efetivas obtidas em função da concentração de
troponina T para os primeiros valores da curva analítica da Figura 3.7c (2,5 e 5,0 µg mL−1 )
e para concentrações inferiores a essas (1,0 e 1,5 µg mL−1 ). Pode-se notar que, assim como
descrito anteriormente, os valores iniciais são muito próximos entre si, e não seguem a ten-
dência da região apresentada (2,5 a 20 µg mL−1 ). Ao projetar as duas partes lineares, o pro-
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longamento da interseção (linha verde pontilhada) fornece o LOD do imunossensor; nesse
caso o valor no eixo x foi 0,37, correspondendo a 2,3 µg mL−1 de troponina T.
Apesar dos resultados obtidos no ensaio direto serem significante do ponto de
vista analítico, o valor do LOD = 2,3 µg mL−1 está muito acima do valor de cut-off para
testes positivos de troponina T em pacientes com suspeita de IAM. A concentração de tro-
ponina T no sangue após algumas horas do início dos sintomas de IAM situa-se na ordem
de 1,0 ng mL−1 , sendo que outros pacientes, por exemplo, podem apresentar picos de con-
centração de troponina após 24 horas, na ordem de 50 ng mL−1 , sendo diagnosticado com
IAM [17, 105]. Assim, é necessário adotar outras estratégias no imunoensaio a fim de am-
plificar o sinal gerado pela interação da troponina T com o imunossensor, aumentando a
sensibilidade do ensaio.
3.6 Obtenção de curva analítica por ensaio "sanduíche".
Como já apresentado no tópico 1.2 da Introdução, uma das estratégias mais em-
pregadas em imunossensores é a realização do imunoensaio "sanduíche". Esse tipo de en-
saio apresenta elevada sensibilidade, podendo ser empregados anticorpos tanto monoclo-
nais como policlonais [26, 106]. Pensando nisso, e buscando obter os limites de detecção
desejados, foi empregado um anticorpo secundário a fim de amplificar o sinal da interação
da troponina T. Esse ensaio foi realizado tanto com um anticorpo monoclonal, quanto com
um policlonal.
A maior sensibilidade alcançada no ensaio "sanduíche"é devido à presença de
um anticorpo secundário ligado à proteína. Para melhor entendimento desse tipo de ensaio
no SPR, pode-se observar a Figura 3.9. No ensaio direto a variação do ângulo de SPR obtida
(θSPR2 − θSPR1) é devido apenas a presença da troponina T na interface metal-dielétrico,
que promove uma alteração no índice de refração local. Ao se utilizar um segundo anticorpo
ligado à troponina T, a alteração no índice de refração local será devido à presença de ambos
e, por consequência, será maior que a alteração promovida apenas pela troponina T. Dessa
forma, no ensaio "sanduíche", a variação do ângulo de SPR obtida (θSPR3 − θSPR1), para a
mesma quantidade de analito, será maior, e quanto maior a massa que se liga à superfície,
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maior a perturbação no índice de refração na interface e, logo, maior o deslocamento do
ângulo de SPR.
Figura 3.9: Representação esquemática da variação do ângulo de SPR na presença de um anticorpo
secundário
Inicialmente, foi avaliado o ensaio "sanduíche"utilizando um anticorpo secun-
dário monoclonal [9G6] (HRP) (AbHRP). Dessa forma, alguns minutos antes da interação,
a cada concentração de troponina T a ser monitorada foram adicionados 10 µg mL−1 de
AbHRP. A amostra foi agitada, para promover a ligação entre troponina T e AbHRP, e adicio-
nada sobre o imunossensor proposto.
A Figura 3.10amostra os sensorgramas obtidos para cada concentração de tropo-
nina T (5,0-300 ng mL−1 ) que interagiu previamente com 10 µg mL−1 do AbHRP. Pode-se
notar quemesmo comconcentraçõesmil vezes abaixo das avaliadas no ensaio direto (tópico
3.7) a variação do ângulo de SPR para a associação e dissociação da proteína é da mesma
ordem ou até maior, evidenciando a eficiência do ensaio sanduíche em amplificar o sinal
gerado na interação. Da mesma forma que para o ensaio direto, o gráfico de ∆θSPR efetiva
em função da concentração não apresenta um comportamento linear (Figura 3.10b), mas ao
utilizar o logaritmo da concentração, a curva torna-se linear (R2 = 0,991), como mostrado
na Figura 3.10c, em ng mL−1 .
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O LOD também foi estimado por meio do valor no eixo x do prolongamento da
intersecção da região linear estudada e valores inferiores aos da primeira concentração. Ao
projetar as duas partes lineares, a intersecção indicou um valor no eixo x de 0,56, correspon-
dendo a 3,6 ng mL−1 de troponina T. Pode-se notar que o valor obtido de LOD é bemmenor
que o obtido pelo ensaio direto, confirmando a vantagem em se utilizar o ensaio "sanduí-
che"na quantificação de troponina T. O valor obtido de LOD é bem próximo ao cut-off de
testes positivos de troponina T e qualquer alteração dos níveis séricos da proteína nas horas
seguintes a um IAM podem ser quantificadas pelo imunossensor proposto.
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Figura 3.10: (a) Sensorgramas obtidos para as etapas de associação e dissociação para diferentes con-
centrações de troponina T (5,0; 10; 25; 50; 150 e 300 ng mL−1 ) no ensaio sanduíche com 10 µg mL−1
de AbHRP sobre 20 µg mL−1 de anticorpo de captura imobilizado sobre 0,1 mmol L−1 de PA-
MAM(G4) e 1,0 mmol L−1 de 3-MPA, (b) gráfico obtido pela relação entre ∆θSPR efetiva e a con-
centração de troponina T adicionada e (c) curva analítica obtida pela ∆θSPR efetiva em função do
logaritmo da concentração da proteína. As medidas de ∆θSPR efetiva foram realizadas em triplicada
para cada concentração de troponina T. A linha tracejada (- - -) indica a posição exata emque o ângulo
de SPR foi observado.
Com o intuito de demonstrar a aplicabilidade do imunossensor no ensaio "san-
duíche"foi realizado o mesmo teste com outro anticorpo secundário, dessa vez policlonal
(pAb). Nesse caso, o anticorpo de captura se liga especificamente entre os aminoácidos
171 a 190 da proteína [107], enquanto que o pAb escolhido para ser testado, se liga entre
os aminoácidos 60 a 85 [108], não havendo portanto, sobreposição de regiões, reduzindo o
impedimento estérico durante a ligação.
Assim, igualmente ao teste anterior, alguns minutos antes da análise, foram adi-
cionados 10 µg mL−1 do anticorpo secundário policlonal à solução de troponina T a sermo-
nitorada, e esta amostra foi adicionada ao imunossensor. Como esperado, concentrações
menores promoveram variações mensuráveis no ângulo de SPR, como pode ser visualizado
na Figura 3.11a para diferentes concentrações de troponina T (3,0-30 ng mL−1 ). Mais uma
vez, o gráfico de∆θSPR efetiva em função da concentração de troponina T não apresenta um
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comportamento linear (Figura 3.11b). Entretanto, a curva analítica (R2 = 0,998) obtida (Fi-
gura 3.11c), confirma o comportamento linear da ∆θSPR efetiva em função do logaritmo da
concentração de troponina T, em ng mL−1 , para uma faixa linear de resposta mais estreita.
A estimativa do LOD para este segundo ensaio "sanduíche"também foi obtida
pelo prolongamento da interseção das duas partes lineares, e foi encontrado um valor no
eixo x de −0,01, correspondendo a 0,98 ng mL−1 de troponina T. É importante destacar,
que o LOD obtido com anticorpos secundários monoclonais foi maior que o obtido com
os policlonais, o que é esperado, visto a menor especificidade dos policlonais. Isso pode
ser confirmado, observando os valores de sensibilidade obtidos com os ensaios "sanduí-
che": 113,0m◦ng mL−1 usando anticorposmonoclonais (Figura 3.10c) e 24,34m◦ng mL−1
usando anticorpos policlonais (Figura 3.11c). Ou seja, há uma redução significativa na sen-
sibilidade ao utilizar anticorpos policlonais, porém seu uso é viável visto os valores obtidos
de LOD.
Observando os valores de LODobtidos comos anticorpos secundáriosmonoclo-
nais e policlonais, pode-se observar omenor valor foi obtido ao utilizar os policlonais, apesar
de seremmenos específicos. Nesse caso, como as massas preditas para esses anticorpos são
próximas (40 kDa), provavelmente o que ocorre é que como os monoclonais se ligam ape-
nas a um único epítopo da proteína, esse complexo só pode se ligar ao imunossensor em
uma única posição, o que pode ser dificultado por impedimentos estéricos na superfície. Já
os policlonais, como podem se ligar à epítopos diferentes da mesma proteína, o complexo
pode adotar estruturasmais favoráveis ao se ligar à superfície. Apesar disso, os ensaios "san-
duíches"empregando anticorpos monoclonais fornecem resultados mais reprodutíveis do
que os obtidos com os policlonais, uma vez que os monoclonais são altamente específicos e
idênticos [109].
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Figura 3.11: (a) Sensorgramas obtidos para as etapas de associação e dissociação para diferentes con-
centrações de troponina T (3,0; 5,0; 10; 20 e 30 ng mL−1 ) no ensaio sanduíche com 10 µg mL−1
de pAb sobre 20 µg mL−1 de anticorpo de captura imobilizado sobre 0,1mmol L−1 de PAMAM(G4)
e 1,0 mmol L−1 de 3-MPA, (b) gráfico obtido pela relação entre ∆θSPR efetiva e a concentração de
troponina T adicionada e (c) curva analítica obtida pela ∆θSPR efetiva em função do logaritmo da
concentração da proteína. As medidas de ∆θSPR efetiva foram realizadas em triplicada para cada
concentração de troponina T. A linha tracejada (- - -) indica a posição exata em que o ângulo de SPR
foi observado.
Na literatura, nos últimos 10 anos, foram relatados alguns imunossensores (ou
sensores) baseados em SPR para troponina T, apresentando limites de detecção compará-
veis ou até maiores que os obtidos neste trabalho. Esses trabalhos são resumidos na Ta-
bela 3.2 e pode-se observar, além dos valores de LOD, que o imunossensor proposto utiliza
uma concentração menor de anticorpo de captura que outros trabalhos que utilizam o en-
saio "sanduíche". Essa comparação mostra ainda a relevância do estudo desenvolvido, bem
como a importância das diversas otimizações realizadas, levando a um imunossensor sensí-
vel à variações de troponina T, próximo ao cut-off da proteína na corrente sanguínea.
3 - Resultados e Discussão 80
Tabela 3.2: Comparação de diferentes sensores baseados em SPR para detecção de troponina T.
Sensor baseado em SPR * Faixa linear de resposta LOD Ref.
OEG/MHDA/Ab 100 ng mL−1 - 50 µg mL−1 100 ng mL−1 [110]
MUDA/Ab (50 µg mL−1 )
AuNP-Ab (sanduíche)
25 − 1000 ng mL−1 25 ng mL−1
[21]
5 − 400 ng mL−1
5 ng mL−1
(sanduíche)
0,5 − 40 ng mL−1
0,5 ng mL−1
(AuNP-sanduíche)
MIP/PDA 20 − 300 nmol L−1
14,8 nmol L−1
[111]
(˜500 ng mL−1 )
3-MPA/PAMAM(G4)/
Ab (20 µg mL−1 )
2,5 − 20 µg mL−1 2,3 µg mL−1
Este
trabalho
5 − 300 ng mL−1
3,6 ng mL−1
(sanduíche)
3 − 30 ng mL−1
0,98 ng mL−1
(sanduíche)
*OEG: Oligo(etilenoglicol); MHDA: ácidomercaptohexanoico; MUDA: ácido 11-mercaptoundecanoico; AuNP-
Ab: anticorpos de detecção conjugados a nanopartículas de ouro; MIP: polímero impresso molecularmente;
PDA: polidopamina
3.7 Regeneração, estabilidade e repetibilidadedo imunossen-
sor
Considerando a redução de custos de um biossensor, a regeneração dos sítios de
ligação do anticorpo é uma etapa a ser avaliada. Já se demonstrou na literatura [112–114]
diferentes maneiras de realizar essa regeneração, mas considerando que as interações entre
antígeno e anticorpo envolvem cargas, e as cargas dependem do ambiente do solvente, fato-
res como força iônica e pH podem alterar a força das interações, auxiliando na regeneração
do biossensor. Outros reagentes também frequentemente empregados, em baixas concen-
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trações, são os detergentes leves, comooTween, que devido à sua estrutura podem favorecer
a solubilidade do analito, diminuindo a hidrofobicidade [114].
Dessa forma, foi avaliado a regeneração dos sítios de reconhecimento do anti-
corpo de captura por meio da injeção de soluções, após a interação com a proteína de in-
teresse, de diferentes pH e forças iônicas, utilizando ainda o detergente Tween 20. As solu-
ções avaliadas foram: tampão fosfato de sódio 0,1 mol L−1 pH 8; tampão acetato de sódio
0,01mol L−1 pH 4,8 com e semTween 20 (0,5 e 0,1%) e PBS 0,01mol L−1 pH 7,4 comTween
20.
Inicialmente, foram adicionados sobre o imunossensor 5 µg mL−1 de troponina
T (ensaio direto) e, após o tempode interação, foi realizado a lavagemcomPBS 0,01mol L−1
pH 7,4. Após essa etapa, foram adicionadas as soluções já descritas, individualmente, dei-
xando que interagissem com o imunossensor por 5 minutos. A seguir, foi realizado a lava-
gem com o tampão de corrida e observado se o ângulo de SPR era próximo ao ângulo inicial
(antes da interação com a troponina T), indicando a remoção da proteína.
A solução que se mostrou mais favorável a regeneração dos sítios de reconheci-
mento do anticorpo para uma nova interação com a troponina T, foi o tampão acetato de
sódio 0,01mol L−1 pH 4,8 com 0,1% de Tween 20, como pode ser visto na Figura 3.12. En-
tretanto, uma nova regeneração e interação não se mostrou favorável, sendo possível assim,
utilizar omesmo sítio de ligação por duas vezes comuma variação de ângulo de SPRde apro-
ximadamente 2%. Uma terceira adição de troponina T provocou uma diminuição de 60% na
∆θSPR efetiva, visto que a regeneração após a segunda adição não se mostrou efetiva.
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Figura 3.12: Sensorgrama da etapa de regeneração do imunossensor com tampão acetato de sódio
0,01mol L−1 pH 4,8 com 0,1% de Tween 20, seguido de adições de 5 µg mL−1 de troponina T.
A estabilidade dos biossensores por um determinado período é um ponto im-
portante para a aplicação prática, uma vez que os imunossensores podem ser armazena-
dos e utilizados somente quando houver amostra a ser avaliada. Pensando nisso, a estabili-
dade do imunossensor para troponina T foi avaliado ao longo de 4 dias, sendo armazenado
à 4 ◦C , observando a ∆θSPR efetiva obtida de uma mesma concentração de troponina T
(3 µg mL−1 ), no ensaio direto. Os resultados podem ser observados na Figura 3.13, em que
o dia 0 é o dia em que o imunossensor foi construído. Pode-se notar que após 24 horas
da construção do imunossensor, houve uma perda de 9% do valor da ∆θSPR efetiva obtida
inicialmente, indicando que a estabilidade deste imunossensor é curta, podendo ser prepa-
rados diversos sensores de única vez, para serem usados no mesmo dia e, no máximo, até o
dia seguinte, uma vez que após esse período a diminuição do sinal torna-se cada vez maior,
chegando a aproximadamente 50% 3 dias após a construção.
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Figura 3.13: Variação efetiva do ângulo de SPR para uma mesma concentração de troponina T
(3 µg mL−1 ), no mesmo imunossensor ao longo de 4 dias.
Umaoutra avaliação realizada como imunossensor proposto, foi a repetibilidade
domesmo intra e inter-dia para umamesma concentração de troponina T (5 µg mL−1 ), em
PBS 0,01mol L−1 pH 7,4, no ensaio direto. A repetibilidade intra-dia é a concordância entre
os resultados nomesmo dia, e nesse caso foi avaliada para quatro determinações sucessivas
(n = 4), no mesmo imunossensor. A repetibilidade inter-dia por sua vez, é a concordância
entre as medidas em dias diferentes e imunossensores diferentes, sendo nesse caso avaliada
para seis determinações (n = 6). Os resultados obtidos para as médias, desvios padrões e
desvios padrões relativos (DPR) podem ser vistos na Tabela 3.3, em que se observa que os
valores de DPR forammenores que 10%, indicando uma boa precisão para o imunossensor.
Tabela 3.3: Resultados obtidos nos estudos de repetibilidade intra-dia e inter-dia para determinações
de troponina T usando o imunossensor baseado em SPR desenvolvido.
DPR intra-diaa DPR inter-diab
∆θSPR /m◦ % ∆θSPR /m◦ %
Troponina T (5 µgmL−1 ) 46,0 ± 4,0 8,7 45,0 ± 2,1 4,7
an = 4 bn = 6
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É importante destacar que em um mesmo disco (substrato), no qual o imunos-
sensor é construído, pode-se fazer 10 análises, sendo duas concomitantes (canal 1 e 2). As-
sim, as medidas intra-dia foram feitas em mesmo substrato, com o imunossensor recém
construído.
3.8 Aplicação do imunossensor baseado em SPR para amos-
tras de soro humano
Tendo demonstrado a capacidade de diagnosticar os quadros iniciais de infarto
agudo domiocárdio pela detecção de baixos níveis de troponina T em solução tampão (PBS
0,01 mol L−1 pH 7,4), no ensaio "sanduíche", a próxima etapa consistiu na avaliação da
viabilidade de aplicação do imunossensor em amostras de soro humano, inicialmente de
um paciente saudável, por meio da adição e recuperação da proteína alvo.
Para essa etapa foi utilizado o soro humano adquirido da Sigma-Aldrich (tópico
2.1) e para tanto, foi necessário avaliar a diluição adequada para que não houvesse interfe-
rência nas determinações, uma vez que o imunossensor foi otimizado em solução tampão.
O soro humano, sem diluição, apresenta uma quantidade considerável de lipídeos e outras
proteínas, que podem aderir à superfície em estudo, mesmo adotando a estratégia de blo-
queio. Assim, a fim de minimizar essa interferência e buscando quantificar a proteína alvo
emmeio àmatriz, diferentes diluições do soro foram preparadas e adicionadas sobre o imu-
nossensor, conforme Figura 3.14, na qual podem ser observadas as fases de associação e
dissociação. Pode-se notar, que o soro puro apresenta uma queda abrupta após a lavagem,
indicando a remoção de grande parte da matriz da superfície. Entretanto, a partir da dilui-
ção 1/50, a ∆θSPR efetiva é muito próxima de zero, indicando que a partir dessa condição é
possível discriminar a proteína alvo sem qualquer interferência da matriz.
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Figura 3.14: Sensorgramas evidenciando as fases de associação e dissociação para a adição de soro
humano em diferentes diluições (v/v) (sem diluição; 1/10; 1/25 e 1/50.
Com o fator de diluição determinado, foram preparadas amostras para o ensaio
direto pormeio da adição de 5 µg mL−1 de troponina T ao soro humano (1/50). Essas amos-
tras foram adicionadas ao imunossensor desenvolvido e observado a ∆θSPR efetiva após a
etapa de lavagem com PBS 0,01mol L−1 pH 7,4. O valor obtido foi interpolado à curva ana-
lítica obtida na Figura 3.7c.
O ensaio "sanduíche"também foi utilizado para a determinação de troponina T,
já nos níveis desejados, adicionando ao soro humano 10 ng mL−1 de troponina T e ainda
10µg mL−1 de anticorpo secundário. A amostra foi agitada e adicionada sobre o imunossen-
sor e, da mesma forma que para o ensaio direto, o valor obtido de ∆θSPR efetiva foi interpo-
lado às curvas analíticas obtidas: Figura 3.10c, usando o anticorpo secundário monoclonal
e Figura 3.11c usando o anticorpo secundário policlonal. Os resultados obtidos podem ser
vistos na tabela 3.4, em que se observa que a recuperação da troponina T adicionada ao soro
humano variou de 84% a 104%, indicando que a diluição do soro humano em 1/50 se mos-
trou adequada, eliminando o problema de interferentes damatriz. Além disso, pode-se con-
siderar que imunossensor desenvolvido apresentou resultados confiáveis na determinação
de troponina T em amostra de soro humano saudável, podendo ser aplicado em amostras
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de paciente acometidos por IAM.
Ao observar os valores obtidos de recuperação, pode-se notar que a recuperação
para o ensaio "sanduíche"apresenta valores menores que para o ensaio direto, indicando
maior exatidão no ensaio.
Tabela 3.4: Resultados obtidos nas determinações de troponina T em soro humano usando o imu-
nossensor baseado em SPR desenvolvido.
Ensaio realizado
Concentração
adicionada
Concentração
encontradaa
Recuperação / %
Direto 5,0 µg mL−1 4,2± 0,1µg mL−1 84
"Sanduíche"(monoclonal) 10 ng mL−1 8,8± 0,8ng mL−1 88
"Sanduíche"(policlonal) 10 ng mL−1 10 ± 1 ng mL−1 104
an = 3
Após a realização dos testes em amostras de soro humano de pacientes saudá-
veis, mostrando ser confiável a determinação de troponina T, foi realizado a aplicação do
imunossensor desenvolvido em amostras de soro humano de pacientes com quadros de in-
farto agudo do miocárdio internados na Enfermaria da Cardiologia ou na Unidade Corona-
riana do Hospital das Clínicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).
Para realizar a quantificação de troponina T nas amostras de soro oriundas do
HC, visto os baixos valores de concentração, foram adicionados sobre às amostras
5,0ng mL−1 de troponina T e realizado a recuperação. A concentração da amostra foi obtida
diminuindo esse valor adicionado do valor encontrado. Os resultados obtidos, bem como o
valor encontrado pelo método de referência pode ser visto na Tabela 3.5.
3 - Resultados e Discussão 87
Tabela 3.5: Valores de concentração de troponina T encontrada na amostra de pacientes com IAM e
o valor correspondente à amostra obtido pelo método ECLIA.
Amostra
Concentração
encontrada
Método de
referência
1 (mAb) 1,01 ± 0,09 ng mL−1 0,897 ng mL−1
2 (pAb) 0,8 ± 0,2 ng mL−1 0,717 ng mL−1
Cabe destacar que a melhor forma de quantificar o valor de troponina T nessas
amostras seria construindo uma curva de calibração na própria matriz (soro saudável), eli-
minando assimos possíveis efeitos de interferentes. Entretanto, de acordo comos resultados
apresentados, pode-se constatar que o imunossensor proposto é uma alternativa viável para
determinação de troponina T em amostras de soro humano, visto a recuperação considerá-
vel em amostras de pacientes saudáveis e de pacientes com quadros pós infarto agudo do
miocárdio.
A critério de conhecimento, o método ECLIA, comparado com o imunossensor
desenvolvido, utiliza um leitor Elecsys daRoche/Cobas® (Troponin Ths STAT). Esse teste uti-
liza o ensaio "sanduíche"comdois anticorposmonoclonais, umbiotinilado e outromarcado
com complexo de rutênio (tris(2,2-bipiridina)rutênio(II)). A duração do teste é de aproxima-
damente 10 minutos. De maneira geral, após a incubação dos dois anticorpos à amostra,
formando o sanduíche, é realizado a adiação de nanopartículas revestidas com estreptavi-
dina. O complexo formado, liga-se a fase sólida pela interação biotina-estreptavidina. Essa
mistura reacional é aspiradapara a célula de leitura, onde as nanopartículas são fixadasmag-
neticamente à superfície do eletrodo. Os elementos não ligados são removidos pela lavagem.
A aplicação de uma corrente elétrica na superfície do eletrodo induz a emissão quimiolumi-
nescente que é medida pelo fotomultiplicador [115,116].
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3.9 Estimativa de custo por análise de troponina T a partir
dasmatérias-primas
Baseado na condição de que a construção do imunossensor é realizada sobre o
substrato de ouro fornecido pela Autolab, descrito nos tópicos 2.2 e 2.3, bem como na quan-
tidade de regentes envolvida e nas cotações obtidas por fornecedores ou sites das respectivas
empresas, realizou-se uma estimativa de custo (em dólar americano) das matérias-primas
para a construção do sensor: $1.15 para a formação da SAM de 3-MPA, $0.011 para a solu-
ção de PAMAM(G4), $7.28 para os anticorpos de captura, $0.021 para o bloqueio com BSA e
etanolamina e $2.50 para os anticorpos secundários (para cada análise). O substrato pode
ser reutilizado após a lavagem em solução piranha (tópico 2.3), logo seu valor não foi con-
siderado. Assim, para construir o imunossensor sobre todo o disco, tem-se um custo de
aproximadamente $8,46. Como em um único disco é possível realizar no mínimo 10 análi-
ses (5 posições diferentes, com 2medidas concomitantes), o custo de cada análise, conside-
rando o custo dos anticorpos secundários, comumvalor extrapolado é de aproximadamente
$3.30-3.50.
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Devido à importância fundamental do diagnóstico precoce e tratamento ade-
quado de pacientes com quadros de infarto agudo do miocárdio, foi demonstrado neste
trabalho que é possível obter respostas adequadas de troponina T cardíaca, empregando
um imunossensor baseado em dendrímeros PAMAM(G4) que utiliza o fenômeno de SPR
e o ensaio "sanduíche"para amplificação do sinal. O valor obtido de LOD para o ensaio
"sanduíche"(3,6 ng mL−1 com o monoclonal e 0,98 ng mL−1 com o policlonal) é menor
ou comparável a outros sensores para troponina T já descritos na literatura. Além disso, os
principais pontos críticos da plataforma desenvolvida, como a escolha do dendrímero PA-
MAM(G4) 0,1mmol L−1 para ancoramento dos anticorpos, etapas de bloqueio e estudo de
afinidade (KD = 8,3 x 10−7), demonstraram como a escolha adequada dos reagentes pode
afetar de forma significativa na resposta do sensor.
A escolha criteriosa de todos os componentes do imunossensor e a otimização de
todas as etapas promoveu a geração de uma plataforma sensível, com baixo limite de detec-
ção, que pode ser utilizada durante um curto período (24 horas) sem grandes alterações na
resposta analítica e que apresentou uma boa precisão, com DPRmenor que 10%. A regene-
ração dos sítios de ligação do imunossensor com tampão acetato de sódio 0,01mol L−1 pH
4,8 contendo 0,1% de Tween 20, permitiu a utilização dos sítios por mais uma vez, promo-
vendo uma economia de reagentes.
A aplicação do imunossensor em amostras de soro humano de pacientes saudá-
veis, com recuperação variando de 88-104%, demonstrou o grande potencial deste sensor
no diagnóstico de quadros de IAM, tendo apresentado resultados confiáveis. A diluição do
soro humano, permitiu a eliminação de interferentes na matriz, uma vez que esse tipo de
amostra apresenta um alto teor lipídico. Por fim, a aplicação do imunossensor em amos-
tras de pacientes com quadros de IAM, indicou bons resultados de recuperação, tornando o
imunossensor uma alternativa viável para o diagnóstico sensível de IAM.
Os resultados obtidos nesta tese são substanciais para a contribuição significa-
tiva no entendimento desses sistemas, abrindo caminhos para muitos outros trabalhos, e
agregando conhecimento para realizar diagnósticos fáceis, rápidos, de baixo custo e sensí-
veis para a população vulnerável.
5 - Considerações finais 91
Considerações finais
5 - Considerações finais 92
A prevenção e o tratamento de um IAM exigem diagnósticos rápidos e precisos,
que podem ser obtidos com o imunossensor baseado em SPR desenvolvido nesse traba-
lho, conforme descrito anteriormente, o qual apresentou LODmenores que outros sensores
para troponina T descritos na literatura. Com o avanço da miniaturização é possível obter
dispositivos portáteis e automatizados, inclusive os imunossensores baseados em SPR, que
podem ser transportados para qualquer lugar [117–120], onde o termo point-of-care (POC)
é utilizado.
Muitos esforços têm sido feitos na miniaturização de transdutores e instrumen-
tos de leitura a fim de obter análises em tempo real, fáceis de serem utilizadas em campo,
especialmente para monitoramento clínico e ambiental. Pensando em outras plataformas a
serem desenvolvidas, destacam-se os transdutores eletroquímicos devido às rápidas respos-
tas geradas pelas técnicas e a miniaturização dos sistemas de detecção, com sensores que
cabem na palma da mão, e equipamentos ganhando cada vez mais portabilidade. Assim,
muitas plataformas portáteis foram criadas e/ou adaptadas para se ter POC que tenham fá-
cil modificação da superfície do eletrodo, com elementos de biorreconhecimento (como os
imunossensores), uso de volume reduzido de amostra e diferentes materiais, permitindo a
realização de ummonitoramento contínuo para diversas enfermidades, além de possibilitar
a realização de diagnóstico em locais com baixa infraestrutura [59,121]
Os biossensores eletroquímicos são potenciais candidatos para aplicações em
análises clínicas devido à facilidade de fabricação, rapidez, baixo custo e possibilidade de
miniaturização. Nesses biossensores um sinal eletroquímico (corrente, potencial, impe-
dância) é produzido, proporcionalmente, a partir da interação entre as moléculas de bi-
orreconhecimento (anticorpos) e o marcador (troponina T). Entre as técnicas de detecção
empregadas, a espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS, do inglês Electrochemical
Impedance Spectroscopy) têm sido amplamente utilizada para monitoramento da interação
entre antígeno-anticorpo, devido à detecção sem marcação (label-free) e elevada sensibili-
dade [122–124].
Para se ter biossensores eletroquímicos altamente sensíveis e robustos, utilizando
a EIS (biossensores impedimétricos), é necessário ainda conferir a eles elevada condutivi-
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dade elétrica, uma vez que proteínas podem dificultar a transferência eletrônica na inter-
face eletrodo-solução. Para atender esse requisito, o uso de materiais carbonáceos se faz
interessante, devido às características únicas como elevada condutividade elétrica e estabi-
lidade química, além do aumento de área superficial ativa. O material a base de carbono
mais utilizado na atualidade em biossensoriamento eletroquímico é o grafeno e seus deri-
vados [124,125].
O grafeno, especialmente o óxido de grafeno reduzido (rGO, do inglês reduced
graphene oxide) é um material biocompatível e com alta condutividade elétrica, o que me-
lhora a transferência eletrônica na superfície do eletrodo, aumentando a sensibilidade do
sensor. Além disso, a presença de grupos funcionais oxigenados no plano basal de carbono
beneficia a ligação demoléculas na superfície desses filmes, o que favorece seu uso em imu-
nossensores impedimétricos, aprimorando a área de detecção [126,127].
No caso específico de pacientes com suspeita de IAM, geralmente ocorre um au-
mento rápido e acentuado do valor inicial de troponina T (< 1,0 ng mL−1 ) para um valor
na ordem de 10 ng mL−1 após 6 horas, ilustrando a importância de testes mais frequentes
durante as primeiras horas do evento. Para esses testes frequentes e rápidos nas primeiras
horas do evento, é que se aplicam tanto o imunossensor baseado em SPR devolvido neste
trabalho, como imunossensores impedimétricos tipo POC que vierem a ser construídos, au-
xiliando no diagnóstico rápido, preciso, com uma pequena quantidade de amostra e, ainda,
descartáveis.
Assim, foram realizados alguns testes preliminares adotando uma estratégia sim-
ples de construção de eletrodos, com grande potencial de aplicação em biossensores ele-
troquímicos, que é a deposição de um filme fino e homogêneo de ourometálico sobre subs-
tratos flexíveis e descartáveis, como filmes de poliimida (Kapton - 0,125mm de espessura)
e politereftalato de etileno (PET). A deposição de ouro sobre o Kapton foi realizada com o
auxílio do e-Beam e a deposição sobre o PET, com auxílio do Sputtering, devido à facilidade
de operação e formação do filme.
Para a modificação desses eletrodos de ouro fabricados, uma estratégia simples
comgrande potencial de aplicação embiossensores eletroquímicos é o uso do grafeno e seus
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derivados, uma vez que esses nanomateriais podemmelhorar a estabilidade, sensibilidade e
facilitar a ancoragemde biomoléculas na superfície do eletrodo, comoos anticorpos [59,128,
129]. Assim, 0,12 mg mL−1de GO foram depositados sobre os eletrodos e, após secagem,
foram reduzidos eletroquimicamente em tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 8 por meio da
varredura de 5 ciclos de 0 a −1,5 V a 50mV s−1. A estratégia adotada para imobilização dos
anticorpos foi a ativação de grupos funcionais na superfície do nanomaterial via EDC/NHS
que se ligarão aos grupos presentes no anticorpo.
A sensibilidade dessas plataformas de detecção para diferentes concentrações de
troponina T, pormeio dasmedidas de EIS, podem ser vistas na Figura 5.1, em que se observa
os diagramas de Nyquist para cada etapa da modificação do sensor, utilizando substrato de
Kapton (Figura 5.1a) e de PET (Figura 5.1b). Pode-se notar que a medida que a concentra-
ção de troponina T aumenta, há um aumento da resistência de transferência de carga (Rct )
(semi-círculo) indicando a possibilidade demonitorar diferentes concentrações da proteína
alvo, sem qualquer marcação. Isso ocorre porque quando proteínas se ligam à superfície do
imunossensor, a transferência eletrônica da sonda redox na interface eletrodo-solução é li-
mitada, uma vez que por serem isolantes elas dificultam a difusão de espécies na superfície.
Assim, à medida que mais troponina T se liga aos anticorpos, maior é a resistência formada
por essa camada e, maior é a Rct observada.
Diante desses resultados preliminares, e munidos de todo o conhecimento do
sistema da troponina T adquirido no desenvolvimento do imunossensor baseado em SPR,
como perspectiva futura desse trabalho tem-se a construção de imunossensores eletroquí-
mico, utilizando a EIS, para a mesma proteína. Para a construção desses imunossensores
pode-se utilizar um material promissor, que é o rGO, devido às características já mencio-
nadas, e eletrodos de trabalho descartáveis, utilizando toda a experiência que o grupo de
pesquisa já possui sobre fabricação de dispositivos POC [130–133].
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Figura 5.1: Grágico deNyquist (OCP) para as plataformas descartáveis propostas (a) Kapton e (b) PET.
As medidas foram realizadas em uma faixa de frequência de 105 a 0,1 Hz, com amplitude de 10mV
em potencial de circuito aberto (OCP), em tampão fosfato 0,1mol L−1 pH 7,4 com 5,0mmol L−1 de
(K3Fe(CN )6 e K4Fe(CN )6 e NaCl (0,1mol L−1 ).
Pode-se observar ainda que é possível monitorar todas as etapas de formação
do imunossensor desde a formação do filme de rGO na superfície do ouro, até a interação
entre proteína e anticorpo de captura. Entretanto, ainda é necessário realizarmuitos estudos
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nesses sistemas, principalmente no que diz respeito à formação do filme do derivado de
grafeno, uma vez que reproduzir esses filmes nesses substratos ainda é um grande desafio.
Biossensores eletroquímicos POC têm grande potencial no monitoramento da
saúde e felizmente muitos trabalhos têm sido descritos na literatura envolvendo diversos
materiais para esses fins. Os resultados mostrados nesse tópico corroboram com essa ideia
e mostram a possibilidade de se construir uma outra plataforma sensível para troponina T,
mas que ainda necessita ser explorado.
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Desenho:
Serão incluídos nessa pesquisa pessoas de 18 a 60 anos que estiverem internadas na Enfermaria da
Cardiologia ou na Unidade Coronariana, com quadros de infarto agudo do miocárdio e que já tiveram
amostras de sangue recolhidas para teste de troponina T no laboratório de Bioquímica Clínica do Hospital
das Clínicas da Unicamp. A justificativa e objetivo do estudo serão informados ao paciente via TCLE.As
amostras disponibilizadas serão codificadas e relacionadas ao valor de troponina T fornecido pelo método
de referência do laboratório de Patologia Clínica e não constará nenhuma informação referente ao
paciente.Após a realização da validação do biossensor, as amostras serão descartadas adequadamente.
Resumo:
As doenças cardiovasculares (DC) estão entre as maiores causas de morte do mundo e, de acordo com a
Sociedade Brasileira de Cardiologia estima-se que em 2019, quase 400 mil brasileiros morrerão por
doenças cardíacas. O infarto agudo do miocárdio (IAM) é o maior causador de motes e um diagnóstico
preciso, bem como tratamentos médicos adequados são fundamentais para aumentar a taxa de
sobrevivência. A estratégia mais segura nesse diagnóstico é a avaliação de biomarcadores cardíacos, que
são liberados imediatamente após o evento. Entre eles, a troponina
Apresentação do Projeto:
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
Patrocinador Principal:
13.083-887
(19)3521-8936 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Rua Tessália Vieira de Camargo, 126
Barão Geraldo
UF: Município:SP CAMPINAS
Fax: (19)3521-7187
Página 01 de  12
B - Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa da Unicamp 116
UNICAMP - CAMPUS
CAMPINAS
Continuação do Parecer: 3.811.331
T (cTnT) é considerado mais sensível e específica que os demais, sendo liberada na corrente sanguínea já
nas primeiras horas, permanecendo com concentrações consideráveis até 10 dias após o episódio. Muitos
métodos têm sido utilizados para a detecção de cTnT, entretanto, é necessário desenvolver dispositivos que
forneçam detecção de maneira sensível e específica, convertendo a informação em um sinal quantificável e
com alta especificidade, como os imunossensores. Pensando nisso, o objetivo desse trabalho foi
desenvolver um imunossensor para a detecção de cTnT por meio do uso de técnicas ópticas, como a
Ressonância de Plásmons de Superfície (SPR) e eletroquímicas, buscando baixos limites de detecção
(LOD), para serem aplicados em amostras de soro humano. A construção do imunossensor óptico envolveu
diversas etapas, desde a formação de uma monocamada auto-organizada de ácido 3-mercaptopropiônico
sobre a superfície de ouro até a imobilização do anticorpo anti-cTnT e bloqueio dos sítios não específicos da
superfície com BSA e etanolamina. Após a construção, o imunossensor está pronto tanto para uso no
ensaio direto, com adição somente de cTnT, como “sanduíche” utilizando outro anticorpo para amplificar o
sinal gerado. Todas as medidas de SPR são realizadas em um equipamento Autolab Esprit, à temperatura
constante, em PBS pH 7,4. Quando a cTnT interage com o imunossensor, ocorre uma variação do índice de
refração próximo à superfície do ouro, promovendo uma variação no acoplamento da luz incidente e a onda
plasmônica, aumentando o ângulo SPR medido. Na sequência, após 30 minutos de incubação, é realizada a
lavagem para retirar espécies fracamente ligadas à superfície, diminuindo o ângulo SPR. A variação do
ângulo (valor após a lavagem menos o valor antes da interação) é relacionada diretamente com a
concentração de cTnT adicionada, podendo assim realizar a detecção quantitativa do analito alvo. Os testes
realizados até o momento com amostras padrão de cTnT apresentaram-se promissores, com limites de
detecção de 1,6 g mL-1 (direto) e 3,6 ng mL-1 (sanduíche), para aplicação em soro de pacientes com
quadros suspeitos de IAM. Com todo o conhecimento adquirido no SPR, outros testes estão em andamento
no que diz respeito a construção de um imunossensor em dispositivos flexíveis e descartáveis com detecção
eletroquímica, visando o desenvolvimento de um dispositivo tipo point-of-care. Assim, os resultados obtidos
até aqui, são significativos para a contribuição no diagnóstico de quadros iniciais de IAM podendo auxiliar
muitos tratamentos posteriores.
Introdução:
As doenças cardiovasculares são a principal causa de problemas de saúde dos tempos modernos e dados
da OMS indicam que são responsáveis por aproximadamente 20 milhões (31%) de todas as
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mortes no planeta a cada ano. No Brasil, a Sociedade Brasileira de Cardiologia estima que em 2019, quase
400 mil brasileiros morrerão por doenças cardíacas. 4-7A OMS estima ainda que o número de mortes por
doenças cardiovasculares continuará a crescer e, de acordo com tais projeções, em 2030 cerca de 23,6
milhões de pessoas morrerão acometidas por problemas cardíacos.4Pelos próximos vinte anos haverá um
aumento significativo nas mortes por doenças cardíacas – doenças cardiovasculares isquêmicas (DCI) e
acidente vascular cerebral (AVC) – que só serão superadas pelo câncer, enquanto as mortes por outras
enfermidades diminuirão. O infarto agudo do miocárdio (IAM) ou ataque cardíaco é a principal causa de
morte e ocorre quando parte do músculo cardíaco é danificado devido à falta de fornecimento de sangue,
possivelmente por entupimento da artéria coronária. A necrose do músculo é irreversível, sendo que 85%
dos danos no coração progridem nas primeiras horas após o IAM. Um diagnóstico preciso e tratamentos
médicos adequado são fundamentais para aumentar a taxa de sobrevivência.9 O diagnóstico de um IAM
tradicionalmente é feito por meio do histórico clínico do paciente, exame físico e de informações precisas no
eletrocardiograma (EG). O EG representa a atividade cardíaca em um único momento, não sendo útil para
todos os pacientes, principalmente para àqueles que já possuem alterações no ritmo cardíaco, sendo sujeito
a interpretação e comparação com o padrão esperado. Diante de tais limitações, a estratégia mais segura
no diagnóstico de um quadro inicial de um IAM, é a avaliação de marcadores cardíacos que são liberados
na corrente sanguínea imediatamente após o evento.3,10,11 Um marcador cardíaco pode ser definido como
um analito biológico, por isso chamado de biomarcador, que pode ser detectado em níveis elevados,
quando comparado aos valores normais no sangue, após o início ou com a progressão do IAM. O estudo
mais antigo documentado do uso de marcadores para detecção de IAM foi iniciado em 1954 por Karmen e
colaboradores12 ao relacionar o infarto com a atividade da enzima transaminase glutâmico oxalacética.
Entretanto, atualmente, é crucial que esses biomarcadores apresentem alta especificidade (sejam liberados
apenas quando há dano cardíaco), liberação rápida para diagnóstico nas primeiras horas do evento e
possam ser quantificáveis, uma vez que o alto risco de erro no diagnóstico pode resultar em fatalidades.
2,13Quando o miócito, principal célula do coração, não pode mais ser regenerado, devido à capacidade
celular estar altamente danificada, as proteínas marcadoras são liberadas na corrente sanguínea, com
proteínas do citoplasma saindo mais rapidamente que as da membrana.14 Tradicionalmente, os
biomarcadores mais usados para avaliar o dano do miocárdio em pacientes com dor no peito são as
enzimas creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LD-1) e as proteínas mioglobina e troponinas (T e
I), sendo as últimas (troponina T e I) as mais utilizadas no diagnóstico devido à exímia especificidade e
sensibilidade
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para a detecção do IAM.2,13 As troponinas são um complexo proteico regulador localizado nas fibras
musculares estriadas cardíacas, sendo suas subunidades a troponina C (18 kDa), componente de ligação
do cálcio; a troponina I (24 kDa), componente de inibição da contração muscular; e a troponina T (35 kDa),
componente de ligação à tropomiosina, atuando na contração muscular. As troponinas T e I são
consideradas mais sensíveis e específicas, sendo liberadas na corrente sanguínea antes mesmo do início
dos sintomas. Ambas permanecem na corrente sanguínea até 10 dias após o episódio, tendo um pico de
concentração aproximadamente 1-2 dias depois da necrose da célula. Durante o IAM, a membrana celular
das células cardíacas é danificada, liberando tanto as troponinas citoplasmáticas quanto as do complexo. A
necrose da célula cardíaca ocorre após 2-4 horas do início do IAM e, portanto, os níveis de troponina só são
mensuráveis após esse período. Os níveis normais de troponinas no sangue são da ordem de 0,1-1,0 ng
mL1 e valores superiores a esses já são considerados para o diagnóstico.2,15,16 Muitos métodos têm sido
utilizados para a detecção e quantificação de troponina, tais como o ensaio imunoenzimático (ELISA, do
inglês enzyme l inked immunosorbent assay), testes imunocromatográficos, imunoensaios
quimioluminescentes, ressonância de plásmon de superfície (SPR, do inglês surface plasmon resonance),
ensaios colorimétricos e testes eletroquímicos. Entretanto, pensando em atender à crescente demanda de
diagnóstico preciso e rápido, é necessário desenvolver dispositivos que forneçam detecção sensível e
específica, com baixo consumo de reagentes e possibilidade de miniaturização, convertendo a informação
de interação biológica em um sinal quantificável, como os biossensores.18 Em um biossensor, o analito de
interesse é detectado seletivamente pelo reconhecedor, que normalmente é de origem biológica, e a energia
gerada nessa interação é convertida em um sinal mensurável pelo transdutor. Esse sinal é então
transportado pelo comunicador até o instrumento apropriado de aquisição e processamento de dados. Os
biossensores constituem um campo interdisciplinar que combinam a seletividade do material de origem
biológica, imobilizado junto a um transdutor sensível, que converte o sinal (químico ou biológico) em uma
resposta mensurável qualitativa e/ou quantitativa.19-21 No biossensor quando é utilizado a interação
antígeno-anticorpo, eles são denominados imunossensores. Os imunossensores são baseados na forte e
seletiva ligação de biomoléculas, como anticorpos, com uma substância alvo (antígeno, proteína) formando
complexos termodinamicamente estáveis produzindo assim um sinal mensurável. Essa interação caracteriza
-se pela constante de afinidade KA (KA = kA/kD) definida pelas concentrações do complexo (Ag-Ac), do
antígeno não-ligado (Ag) e dos sítios livres dos anticorpos (Ac) no equilíbrio. Dentre os tipos de transdução
usualmente empregados em imunossensores, destacam-se os ópticos, em
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que um sinal é gerado (cor, por exemplo) ou ocorre uma mudança nas propriedades ópticas do ambiente
(como refletância ou índice de refração) após a formação do complexo. Este sinal é então coletado por um
fotodetector ou diretamente pelo usuário (no caso de surgimento de cor), convertido em sinal elétrico e
processado.22,23 Dentre os principais imunossensores ópticos destacam-se os colorimétricos24 (como os
testes à base de papel) e os à base SPR25. Em um sensor baseado em SPR, variações no índice de
refração próximo à interface metal-dielétrico são acompanhadas por mudanças no ângulo de ressonância
dos plásmons de superfície. Assim, quando o analito de interesse interage com a superfície de um sensor,
ocorre uma variação do índice de refração próximo à superfície do metal (Au), que resulta em um aumento
no ângulo de ressonância do SPR. Na sequência, ocorre a lavagem para retirar espécies fracamente ligadas
à superfície, diminuindo o ângulo. A diferença entre o ângulo de ressonância inicial e o final fornece uma
indicação sobre a extensão da interação do analito, permitindo a realização da detecção quantitativa.26-28
Atualmente, o uso da excitação dos plásmons de superfície para avaliar processos superficiais é um campo
bem estabelecido, sendo a técnica de SPR uma das principais ferramentas para avaliação de eventos de
natureza biológica. Assim, fatores como detecção altamente sensível, curto tempo de resposta e capacidade
de regeneração da superfície motivam a construção de imunossensores baseados em SPR. Além disso, as
análises de SPR obtidas em tempo real e sem marcação, ou seja, sem o uso de outros agentes, como
enzimas, por exemplo, possibilitam explorar parâmetros cinéticos e termodinâmicos de interações
biomoleculares, auxiliando o entendimento em nível molecular desses sistemas.25,29Entretanto, apesar das
inúmeras vantagens de um imunossensor baseado em SPR, a miniaturização do sistema ainda é uma
barreira para a obtenção de dispositivos portáteis, o que abre caminho para a aplicação de todo o
conhecimento gerado pela técnica de SPR, da interação antígeno-anticorpo na construção de dispositivos
do tipo point-of-care (POC) com detecção eletroquímica. Em um imunossensor eletroquímico, um sinal
elétrico, que está relacionado com a formação do complexo Ag-Ac, é monitorado, podendo ser uma corrente
elétrica, uma diferença de potencial ou ainda uma mudança na resistência de transferência de carga entre
eletrodo e espécies em solução. Uma vez que os equipamentos empregados na detecção eletroquímica já
podem ser miniaturizados, esse método possibilita uma análise in loco, de baixo custo, com baixo consumo
de reagentes. Portanto, o desenvolvimento de imunossensores em dispositivos do tipo POC é uma
tendência, e diversos trabalhos na literatura vêm demonstrando essa possibilidade de obtenção de
dispositivos imunossensores mais simples e de fácil manuseio.
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Hipótese:
1 – Validação do imunossensor com amostra controle: avaliação da aplicabilidade do imunossensor
desenvolv ido em soro humano saudável ,  comercial izado no Brasi l  pela Sigma-Aldr ich
(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/h4522?lang=pt&region=BR), por meio do
enriquecimento dessa amostra com concentrações conhecidas de troponina T cardíaca (produto
comercializado pela Abcam sob o código ab9937), utilizando o método de adição e recuperação.
2 – Validação do imunossensor com amostra real: avaliação da aplicabilidade do imunossensor
desenvolvido em soro humano de 20 participantes com quadros de IAM internados na Enfermaria da
Cardiologia ou na Unidade Coronariana do Hospital das Clínicas (HC) da Unicamp, que já tiveram amostras
coletadas para testes de Troponina T no laboratório de Bioquímica Clínica do HC, comparando o resultado
obtido com o resultado fornecido pelo laboratório (referência), para cada participante.
Metodologia Proposta:
As medidas de SPR, técnica utilizada no imunossensor, são realizadas em um equipamento Autolab Esprit
(Eco Chemie BV, Ultrech, Holanda). O sistema óptico consiste em um hemicilindro de vidro, um disco de
vidro recoberto com uma fina camada Cr (5 nm)/Au (50 nm) e um laser diodo com comprimento de onda de
670 nm. O disco e o hemicilindro de vidro possuem o mesmo índice de refração ( = 1,515) que são
acoplados opticamente com auxílio de um óleo. Nesses sensores baseados em SPR, variações no índice de
refração próximo à interface metal-dielétrico são acompanhadas por mudanças no ângulo de ressonância
dos plásmons de superfície. Assim, quando o analito de interesse interage com a superfície de um sensor,
ocorre uma variação do índice de refração próximo à superfície do metal (Au), que resulta em um aumento
no ângulo de ressonância do SPR (SPR). Na sequência, ocorre a lavagem para retirar espécies fracamente
ligadas à superfície, diminuindo o ângulo. A diferença entre o ângulo de ressonância inicial e o final fornece
uma indicação sobre a extensão da interação do analito, permitindo a realização da detecção quantitativa.
Assim, após a construção do imunossensor, foi obtido uma curva de calibração por meio de adição de
concentrações conhecidas de troponina T, previamente ligadas a um anticorpo secundário. Para cada
concentração de troponina T é obtido uma variação efetiva de ângulo (SPR efetiva - ângulo obtido após a
lavagem e remoção das espécies fracamente ligadas menos o ângulo antes da associação), obtendo a
curva de calibração: SPR efetiva em função do logaritmo da concentração de troponina T adicionada.As
amostras, controle e em estudo, serão avaliadas em triplicada para cada paciente, adicionando 100 L de
amostra ao imunossensor e
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observando a variação do SPR efetiva obtida. O valor será substituído na equação de reta da curva de
calibração, obtendo o valor da concentração de troponina T correspondente.As amostras fornecidas pelo
Laboratório de Bioquímica do HC Unicamp, serão uma alíquota (1 mL) do soro do participante. Essas
amostras serão retiradas do HC Unicamp e levadas ao laboratório B238, Bloco B, do Instituto de Química
para os testes com o imunossensor proposto. Todos os testes serão executados somente pela doutoranda
Juliana, que usará todos os equipamentos de proteção individual (EPI) adequados ao manuseio dessas
amostras (calça comprida, sapato fechado, jaleco, luvas e óculos). Em caso de derramamento da amostra,
será realizado a limpeza com papel, para absorver todo e qualquer resíduo, seguido da limpeza com álcool
etílico PA e hipoclorito de sódio. Os papeis utilizados na limpeza serão destinados imediatamente ao
descarte de materiais sólidos (incineração), conforme item (2) a seguir. O resíduo de amostra descartado
pelo equipamento após a medida será armazenado em um tubo falcon e, junto com as amostras após o uso,
serão destinados ao descarte. Esse descarte poderá ser feito da seguinte forma: (1) levando todo o material
de volta ao laboratório de Bioquímica do HC Unicamp, para descarte junto aos demais materiais biológicos;
ou (2) armazenados em caixas identificadas e destinados a Comissão de Segurança e Ética Ambiental do
Instituto de Química para incineração.
Critério de Inclusão:
Serão incluídos nessa pesquisa pessoas de 18 a 60 anos que estiverem internadas na Enfermaria da
Cardiologia ou na Unidade Coronariana, com quadros de IAM e que já tiveram amostras de sangue
recolhidas para teste no laboratório de Bioquímica Clínica do Hospital das Clínicas da Unicamp.
Critério de Exclusão:
Pacientes do Pronto-Socorro ou inconscientes serão excluídos da pesquisa por inaptidão nas tomadas de
decisão de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Metodologia de Análise de Dados:
Os resultados obtidos, de cada amostra oriunda de doação, serão utilizados para comparação com o valor
de troponina T fornecido pelo laboratório de Patologia Clínica.
Desfecho Primário:
O desfecho primário é a detecção e quantificação de troponina T em amostras complexas como o
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soro humano, oriundo de pacientes em quadros suspeitos de infarto agudo do miocárdio internados no HC
Unicamp.
Objetivo Primário:
O objetivo principal é o desenvolvimento de imunossensores ópticos, baseados em SPR, e eletroquímicos,
buscando menores limites de detecção de troponina T cardíaca no diagnóstico de quadros iniciais de infarto
agudo do miocárdio
Objetivo Secundário:
• A validação dos imunossensores desenvolvidos utilizando soro humano adquirido da Sigma-Aldrich
(amostra controle), na qual não há presença de troponina T;• A validação dos imunossensores
desenvolvidos utilizando uma alíquota de soro humano de pacientes com quadros de IAM (amostra em
estudo), já testados pelo laboratório de Bioquímica Clínica do Hospital das Clínicas da Unicamp,
comparando o valor obtido com o fornecido pelo método de referência
Objetivo da Pesquisa:
Os pesquisadores informam o que segue:
Riscos:
Não há riscos previsíveis para os participantes, uma vez que as amostras de soro utilizadas neste trabalho
já terão sido recolhidas previamente pelo Hospital das Clínicas em análises de rotina. Nesse caso, o risco é
de hematomas no braço, uma vez que os volumes retirados são considerados baixos (20-30 mL).
Benefícios:
Não há benefícios direto ao paciente, e sim para estudos posteriores.
Avaliação dos Riscos e Benefícios:
Trata-se de Projeto de Doutorado “DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSORES PARA DETECÇÃO DE
TROPONINA T CARDÍACA” da aluna Juliana de Fátima Giarola, sob orientação do Prof. Dr. Lauro Tatsuo
Kubota, docente do Instituto de Química/Unicamp, a ser realizado no Laboratório de
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:
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Eletroquímica, Eletroanalítica e Desenvolvimento de Sensores (LEEDS) e Instituto Nacional de Ciência e
Tecnologia de Bioanalítica (INCTBio). O objetivo é avaliar, em soro humano, a aplicabilidade do
imunossensor desenvolvido para dosagem de Troponina T, utilizando alíquotas de 1 ml de soro já coletadas
a pedido médico para exames no Laboratório de Bioquímica Clínica do HC/Unicamp de 20 participantes de
18 a 60 anos de idade com quadros de Infarto Agudo do Miocárdio internados na Enfermaria da Cardiologia
ou na Unidade Coronariana do HC/Unicamp. As amostras disponibilizadas serão codificadas e relacionadas
ao valor de troponina T fornecido pelo método de referência do laboratório de Patologia Clínica. Os
pesquisadores informam que não constará nenhuma informação referente ao paciente e que as amostras
serão manuseadas e descartadas adequadamente após a realização da validação do biossensor, conforme
consta em carta resposta e no projeto corrigido. A data de coleta está prevista para 22/01/2020 e o
orçamento informado é de R$ 190.000,00, sendo citado como patrocinador: Fundação de Amparo à
Pesquisa do Estado de São Paulo (Projeto FAPESP 2016/08166-3).
A documentação anexa é a seguinte:
PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_PROJETO_1463342.pdf
Carta_resposta.pdf
Projeto_pesquisa_corrigido.pdf
declaracao_de_biorrepositorio.pdf
TCLE_corrigido.pdf
Declaracao_superintendente.pdf
FolhadeRosto_assinada.pdf
Declaracao_patologia.pdf
AtestadoMatricula_Juliana.pdf
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
No item "Ressarcimento" do TCLE adequar a frase: "O participante terá direito a ressarcimento por
quaisquer despesas, mesmo que eventuais, relacionadas à participação na pesquisa." para "O participante
terá direito a ressarcimento por quaisquer despesas fora da sua rotina, mesmo que eventuais, relacionadas
à participação na pesquisa."
Recomendações:
Aprovado com Recomendações ("Vide item acima "Recomendações").
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
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- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
íntegra, por ele assinado (quando aplicável).
- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalização alguma e sem prejuízo ao seu cuidado (quando aplicável).
- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuação do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada após análise das
razões da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto à descontinuação, exceto quando perceber risco ou dano não previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnóstica ou terapêutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de ação imediata com intuito de proteger os
participantes.
- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. É papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificação ao CEP e à Agência Nacional de
Vigilância Sanitária – ANVISA – junto com seu posicionamento.
- Eventuais modificações ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovação
do CEP para continuidade da pesquisa.  Em caso de projetos do Grupo I ou II apresentados anteriormente à
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve enviá-las também à mesma, junto com o parecer aprovatório
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.
- Relatórios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses após a data deste
parecer de aprovação e ao término do estudo.
-Lembramos que segundo a Resolução 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.
Considerações Finais a critério do CEP:
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-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, físico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um período de 5 anos após o término da pesquisa.
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação
Informações Básicas
do Projeto
PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P
ROJETO_1463342.pdf
13/01/2020
16:30:22
Aceito
Outros Carta_resposta.pdf 13/01/2020
16:18:13
JULIANA DE
FATIMA GIAROLA
Aceito
Projeto Detalhado /
Brochura
Investigador
Projeto_pesquisa_corrigido.pdf 13/01/2020
16:17:24
JULIANA DE
FATIMA GIAROLA
Aceito
Declaração de
Manuseio Material
Biológico /
Biorepositório /
Biobanco
declaracao_de_biorrepositorio.pdf 13/01/2020
16:16:41
JULIANA DE
FATIMA GIAROLA
Aceito
TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência
TCLE_corrigido.pdf 13/01/2020
16:13:24
JULIANA DE
FATIMA GIAROLA
Aceito
Outros Declaracao_superintendente.pdf 29/11/2019
15:19:48
JULIANA DE
FATIMA GIAROLA
Aceito
Folha de Rosto FolhadeRosto_assinada.pdf 29/11/2019
15:18:27
JULIANA DE
FATIMA GIAROLA
Aceito
Outros Declaracao_patologia.pdf 25/11/2019
10:13:03
JULIANA DE
FATIMA GIAROLA
Aceito
Outros AtestadoMatricula_Juliana.pdf 25/11/2019
10:10:36
JULIANA DE
FATIMA GIAROLA
Aceito
Situação do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciação da CONEP:
Não
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CAMPINAS, 27 de Janeiro de 2020
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador(a))
Assinado por:
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